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G ENERALIDADES 

Estructura mitocondrial. 

La mltocondrla es un organelo subcelular, que ha sido llamado 

"la planta motriz de la célula" debido a que es el generador princi

pal de A TP en las células euca riotas. Sin embargo, existen organl_!! 

moa como las levaduras que bajo ciertas condiciones pueden pres

cindir de esta fuL'nte de A TP y crecer solo a expensas de la energfa 

generada por la glucólisis. Esta caracterfstica es la que ha hecho 

a las levaduras un sistema biológico Otil en el estudio de la biogéne

:,ls de la mitocondria, aunado a que son fácilmente cultivables y que 

es ¡xisihle inducirles mutaciones en el sistema mltocondtial sin que 

éstas sean letales(l-3). 

La mltocondrla es un organelo de tamaiio y forma variable, for

mado ¡:or dos membranas: una externa, que es permeable a molécu

las de peso molecular hasta de varios miles( 4) y tiene una com¡:osi

clón de fosfolfp!dos y una relación fosfolfpldo/protefna muy semeja!! 

te a las otras membranas del citoso.l. Una Interna, que tiene per "

mcabllldad selectiva y una composición de fosfolfpidos diferente de 

la externa, enriquecida en protefnae, ya que contiene un 753 de pro

teínas y un 253 de lfpidos(5). La membrana externa separa 11 111 mi

lllcondrlll del citosol, entre ambas membran11s se encuentra el espa

cio intcrmembranal, y la membrana Interna dollmlta otro espacio d~ 

nominado matriz mitncondrl111. 
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La tabla 1 contiene una lista de las principales enzimas marca-

doras localizadas en las diferentes membranas y compartimientos 

de la mitocondria. 

Tabla l. Distribución de Enzimas Mitocondriales 

MEMBRANA M!TOCONDHIAL EXTERNA 

Acil CoA S!ntetasa 
Amino Oxidasa 
NADH-Cltocromo hs Re.:Juctasa 
Glícero(osfato Acil Transforasa 
Kinurenlua 3 Monooxigem1sa 

MEMBRANA MlTOCONDRIAL INTERNA 

NADH-CoQ Rcductas1, sensible a rotenona 
Succinato-CoQ Rcductasa 
C0Qll2·Citocromo e Reductasn 
Citocromo e Oxidasa 
OS·A11'asa 
Carnitina Acil Tmnsícrasa 
Translocasa A'fP / ADP 

ESPACIO lNTEfu\1EMBRANAL 

Adenilato clnasa 
NucleOsído dlfosfo cínasa 

MATRIZ MITOCONDRlAL 

Enzimas del Ciclo de Krebs excepto deshidrogcnasa 
succínica 
Enzimas de la Beta Oxidación 
Enzimas de la Sfntcsis Proteica Mltocondrial 
Enzimas del Ciclo de la Urea 
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La estructura de la membrana interna mitocondrial merece un 

estudio más cuidadoso, debido a la importancia que tiene en los 

procesos de transducción de energía, ya que contiene entre 

otros componentes, a los integr,mtes de la cadena respiratoria 

y a la ATPasa. Tiene una superficie mayor que la externa, debi

do a que se pliega sobre sí misma, emitiendo proyecciones hacia 

f~l interior cte la matriz <lUe har1 sido llamadas crestas mitocon

driali!s, cuondo las mitocondrias se someten a sonicaci6n las 

c.1•eGt.1G se rompen y r,ellan nuevamente formi\ndose pequeñas vesí

culas de polaridad invertida a las que se les ha llamado partí

culas oubmitoconuriales (PMS). Por medio de microscopía electr~ 

nica y mediante tinción negativa, Ge ha observado en estas mem

bt•an~'ls, ld presenci~1 de partículas de 90 Aº que sobresalen de 

lr:t misma, der,ominad,1s inicialmente partículas elementales por 

fcrnández-Morán (6) e identificadas posteriormente como 

tt•-ATPauas que en la mitocondria intacta catalizan la síntesis 

del ATP (7). 

Componentes Estructurales de la fosforilaci6n Oxidativa 

La cadena respiratoria está formada por una serie de compl~ 

~os que tienen como características común la de ser oxidorredu

cibles y estar formados por la asociaci6n de un grupo prostéti

co que realiza la acci6n oxidorreductora y una proteína espec!

f ica, Los siguientes componentes forman parte de la cadena res

pir.:t.tcria: 

Nicotinamida Adenina Dinucle6tido (NAO•/NADH),Flavina Mononu--

cleótido (FMN/FMNH 2), Flavina Adenina Dinucle6tido (FAD/FAOH2l1 
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Centros de Hierro Azufre (fe-5), Ubiquinona, Citocromo b(bT y bxl, 

Citocromo c 1 y Citocramo e, Citocromo ª'"'ªJ. Ordenados por zu po-

tencial redox abarcan de -0.JZV para el ~AD•/NADH hasta O.B2V pa

ra O/H20 en la citocromo oxidasa. Aunque todos los int~grant•oc sa 

encuentl"'an localizados en la membrana interna mi tocon.;fri1tl, in ve!! 

tigaciones recientes (8-10) parecen indicor que no se cncucn!:l',ir1 

uniformemente distribuidos en la r.;ei;¡brana 1 sino qul! están 3soci,,~ .. 

dos fcrniando complejos, los cuales resisten val'ios pasos de ?'Jl'i

ficación, permitiendo su aii:;lamiento y caracterización. Utilizan

do detergentes como el de.soxicolato para soluhili:',íl.r' la ;i:.?r.t·1·1¡:i! 

interna rnitocondria.J.. 1 se han aislu.do y c.iructeriz-:.do ci.r:.<.") c .... j'l 

jos proteicos, cuatro de los cuales constituyan la Ctl·Jen.1 t'r:>!.ip.:.r::! 

toria denomiandos I, II, III y IV y el último o oc~plcjo V e~ el 

que acopla el tranr>porte electrónico a la síntesi'.3 c.~ A·~·: y .:J---

rresponde a la OSATPasa. 

Complejo I. También llamddo NADH-CoQ rcductasa que presenta las 

actividades de deshidrogenasa del NADH y de tl'anshidrc3cni\sl, co!! 

tiene: FMN, Ubiquinona, 5-6 centros de Hierro- Azufre cr~-5), tt, 

,polipéptidos 'Y tiene un peso molecular aproximado de BSn 000 <lül t'.:' 

nes (11, 12). 

Complejo II. Denominado Succinato-CoQ reductas,1, presenta l>. 'et~ 

vidad de deshidrogenasa del succinato y contiene: fAD, Ubl,<i:ino-

na, 3 centros Fe-S, 2 polipéptidos y tiene un peso molecular aprg 

xirnado de 97. 000 daltones (11). ¿ ,, 
Complejo III, o CoQH 2- citocromo e reductasa, contien~: citocro--

mo bCbT ~ bK)• citocromo c1, ubiquinona y 3 centros de Fe-s; en 



geles de acrilamida se han observado B bandas y se calcula su 

peso molecular en 310 000 daltones (13 l'. 

Complejo IV o Citocromo oxidasa. Contiene: citocromo a, cito

cromo a 3 , re••, cu•• y 7 polipéptidos con un pesos molecular 

aproximado de 325 000 para la forma dimérica (13). 

Complejo V identificado como ATPasa sensible a oliGomicina 

(OS-i\TPasa). Este complejo mul tienzimático es muy abundante 

en la meml>rana interna rni tocondrial y se calcula que más de 

un 1::;'"¡; de la pi•otcínr1 de esta membrana r;e debe a este campo--

n•.:.nte (1~). Está formada de tres segmentos: membranal o Fo, 

c~talí~ico o r 1 y segmento de unión o cuello en mitocondrias 

y pot• dos scr,mentos en cloroplaGtos y bacterias ya que el que 

c.:ori~espon<lc al cuello forma parte del segmento Fo. 

El segmento membranal o ro (CFo y Bfo en cloroplastos y bact! 

rias r~spectivamente) es muy hidrofóbico, contiene 4 polipép ... 

ti1oG (15) y funciona como un canal que permite el paso de 

los protones hasta la pox·ci6n catalítica. En experimentos uti 

lizando ro en liposomas (16) el paso de protones a través de 

este canal ha sido posible bloquearlo por DCCD, oligomicina, 

OSCP y ATPasa, lo cual ha sugerido qu~ este canal es bloqueado 

por las proteínas a las que se encuentra asociado normalmente 

o por reactivos como el DCCD y la oligomicina. La interacción 

del DCCD ha sido estudiada con más detalle (17 l y se ha encontrado 

que su sitio de fijaci6n es principalmente a un polipéptido de 

B 000 daltones de peso molecular, en el que se encuentra espe

cíficamente unido al grupo carboxilo del glutámico número 59, 
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por esta razón a este polipéptido se le conoce como 11 pi.,otoína 

fijadora de DCCD 11 ; esta proteína conGerva una composición de 

aminoácidos y una secuencia muy constante en vaPiüs c5pecies 

que han sido estudiadas (19). 

I:l segmento del cuello tiene una función estructural y c:3 lü. 

de fijar la F1 a la Fo, está. compuesto por deis protcír.as, ·::SC!' 

o ºproteína que confiere sensibilidad a la oligomicin.1. 1
' y i':'G. 

El segmento catalítico o r1' ha sido uislado de rr.uchas ÍU•.'.!r .... 

tes (19 - 21) y su participaci.5n en la síntesis del ;1·-:r· fu.:; 

descrita por Racker y col. ( 22). Posibles modeles dP. ~m i:or .. -

pleja estructura se han obtenido con b,1::;e un e.:>tud~OG 'Jtilj-

zando acceaibilidad u. anticuerpos ( 23) y a la di¡:.!:tién c0:1 

tripsina {21q, con rcuctivor; de cntrccruzc1 1nic;:.to (2S) .V 1~v1· 

microscopía electrónica (26), sin embargo, hasta la fcch5. JiO 

se tiene un modelo definitivo que satisfaga todos los datos 

experimentales exisLentcs. 

La F1 está foI'mada de 5 polipéptidos difeI'entes (27) dcnomin~ 

dos"' {1, t• S y E. en orden decreciente de peso molecul,w 

determinado en electroforesis en SDS y 1, 2, 3 ,4 y 5 en lev.1c!u

ras, con una estequiometría probable de 3.t: 31: 11: lS: J~. 

La subunidad p contiene el sitio catalítico y al parccP.r un 

residuo de tirosina es importante para la acción catalítica 

(28, 29). La F1 contiene 6 sitios de fijación para nu~lcó~i-

dos, 3 de fijación fueI'te con I'ecambio lento y dos o tres de 
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fijaci6n débil con recambio rápido posiblemente correspondien

tes a los sitios catalíticos, además contiene sitios de fija-

ción para anioncs(30,31). 

Una proteína que inhibe la hidrólisis del ATP en la f1 

fue aislada de mitocondrias de corazón de res po1~ Pullman y 

Monroy en 1963(32), y posteriormente ha Gido aislada de mito-

co11drias de otras fucntes(33-35). Sin embar~o no ha sido posi

bll! .1isl.:irla de cloroplastos ni de I:scherichia coli, en donde 

.:i l pílPccer esta función la descmpeila la subunidad E de la 

rni~ma r 1 • ~stc polip6pti<lo es muy sensible a la digcsti6n por 

tripoio1a(32 ,36) es estable al calor(S minutos a 70ºCl y al ácio 

do, características que han sido usadas para aislarlo y purif! 

carla. Su asocjaci6n con la r 1 se realiza él travéo de la sub-

unid.ad r (37) y estudios cin~ticos de esta asociaci6n parecen 

indic~r que se requiere la hidr6lisis de ATP para que se lleve 

a cabo. 

l,os inhibidorcs de corazón de res y de levadura han sido 

secuenciados y contienen zonas semejantes de aminoácidos bási

cos e hidrofóbicos(38,39), 

En la tabla se ilustra la composición de la OS-ATPasa 

de coraz6n de res y de levadura. 
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Tabla 2. Composición de la OS-A Tl'asa (Complejo V) 

Corazón de rcs(l06) Levadura(107) 

Segmento !'. M Subunidad Segmento P.M. Subunldad 

F1 53000 el. F1 58500 

50000 f3 54000 2 

33000 ~ 38500 3 

17 000 8 31000 4 

7500 E 12 000 5 

10000 F1 lnhibidoi- 7 400 F 1 lnhib!dor 

Cuello 18500 OSCP Cuello 1&500 OSCP 

8000 F6 

Fo 29000 Fo 29000 

22000 22000 

12000 12000 

7 800 Protcfna fijadora " 7500 Protefna fijadora 

de DCCD de DCCD 



Fosfot'ilación Oxidativa 

El mecanismo por el cual la energía procedente de la oxida

ción de los substratos es capturada para sintetizar el ATP ha si 
do una preocupaci6n de los bioenergéticos, a pesar de ello, no -

exis~c un mecanismo con el cual todos los datos experimentales 

estén de acuer'do, lo cual por otra parte es bcnéf ico, ya que 

estimula la realiznci611 de invcstig~cioncs ¡1osterio1•cs, que cve~ 

tualraente podrJn proclucir evidencias más cot1crctas acerca de él. 

Actu3ln1cnte existc11 varias teorías propuestas para el mecanismo 

da 1,1 fosforilaci611 oxidativa, algunas de las cuales han caiclo 

en ¿esuso y Gl~r~n tcJtadas someramente . 

.!!ipótcsis guírnicu .. I:n 1953 (40) Sluter, propuso un mecaniE. 

mo pélr'u. cX?licar la _fo!;forilación exidutiva tornando como modelo 

las rcacclones de síntesis de ATP a nivel de nubstrato que se 

pr·nCucen en la glucólisio. Propuso que en 3 sitioo de la cudena 

respiratoria, en los que 1~ diferencia de potencial redox es su

ficientemente grande, se hallaría la energía suficiente como para 

producir la síntesis de ATP. 

Ls-+::a ~nergía sería captada en forma de un intermediario de alta 

energía (!.........;.::, Y,..P), que posteriormente transferiría esta ener

gía al ADP para dar ATP. Sin embargo por más esfuerzos que se 

hicieron para encontrar este intermediario no se tuvo éxito por 

lo que la hipótesis fue perdiendo adeptos. A pesar de esto, re-· 

cientemente (41) algunos investigadores están tratando de expli

car el mecanismo de síntesis de AT? en otras cati6n ATPasas si--
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guiendo los postulados de la hipótesis química. 

Hipótesis quimiosmótica, En 1961 Peter Hitchel (42) prop!! 

so un mecanismo para la fosforilación oxidativa que a difer•C,!! 

cia del de Slater no requería de un compuesto de alta cncrgÍd 

intermedia1,io entre las reacciones de oxidorreducc ión y l.:i 

síntesis de ATP. En esta hip6tesis el intermediario se visua

liza como ur1 gradiente elcctr·oquirnico de 11•. Actualmc:ntc 

esta hip6tesis cuc11ta con b<lstantcs·cviclcncias cx¡)eriGcntales 

(43 - 115), Est~ basada en los siguientes ¡Joctulados. 

1.- La ATP sintetasa es un.1 enzima de localü:aci6n r.ier..bra

nal, qui~iosm6tica, dirigida revcrGiblcracntc por H+ y qu~ ti~ 

ne características csteqt1iom6tricas de ¡¡+/ri. 

2.- Las cadenas rc:ipiratol'Ü1 y fotoreJvx Bon sÜ;tcrr.~1s de 

localización membranal, quimiOSJi1Ótica y protonmotriccs, que 

tienen características estcquiométricas de H+/2e, y la misma 

polaridad para translocar protones a través de la membrana 

que la ATPasa cuando hidroliza ATP. 

3.- Existen sistemas transpo~tador~s de salutes ligados a 

protones (oa iones hidroxilo) para estabilización osmótica o 

transporte de metabolitos. 

4.- Los sistemas anteriores se encuentran locdlizados en 

una membrana con baja permeabilidad a los solutos en general 

y a H+ y -OH en particular. 
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Las reacciones que implica esta hipótesis se muestran en 

la Fiaura 1. El esquema está elaborado básicamente con las 

miamur. reacciones de oxidorreducción de. la hipOtesis química, 

exceptuando en donde intervienen los centros de res o ferro-

sul foproteínas y la CoQ, pero con lu diferencia de que en el 

r..ccanisn:o quimíosmót ico existe la translocación de tt+- como 

cc,rt.::ccuf~ncia de la as ímetPÍa de los componentes de la cadena 

en tt't'.!.-l ~itios de la misma, estós sitios son; entre NADH y res, 

entre CoQH2 y citocromo c 1 y entre CoQll y citoct'omo b, es-

ton d~s últimos fot'mando parte del ciclo de la CoQ (46). Los 

p·roton{?fi así trunslocüdos i;encr:-an un ¡;radicnte electroquímico 

a travSs rle la membrana, el cual puede ser utilizado: a) para 

sinte't izai• ATP cu11ndo éstos regresan por el canal (ro) al si-

tío activa de la ATPasa (mecanismo directo) o pt'oducen cambios 

confo1'macionales en ella (mecanismo indirecto), b) para el 

tt'anspot'te de metabolitos y iones a través de la membt'ana (~7), 

el gradiente electroquÍmÍCO CGtá formado por dos Componen

tes: una diferencia de potencial eléctrico /::;,.1.f , (positivo 

afuura y negativo adentro) y una diferencia de potencial quím! 

co (H+ elevados afuera y -OH elevados adentro de la membt>ana 

n:itocor.driall, medido como una difet'encia de pH. El gradiente 

electt'Oquímico de protones se expresa matemáticamente con la 

siguiente ecuación: 



V 

• 12. 

matrfa mitoconclrial 

H10 

Fi9. 1 FOSFORltACION OXIOATIVA 

HIPOTESIS QUIMIOSMOTI CA 

e~pdcio int1>r

membrd ndl 
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la cual se puede transformar a fuerza protonmotriz (118) <livi-

diendo entre la constante de Fa rada y. AP: ~:;: 6.~-7. .bp\\ 

en donde .t:y.¡µ~ diferencia de potencial electroquímico de pro-

tones 

~~= diferencia de potencial eléctrico 

A pi! = diferencia de potencial de protones 

~p = fuerza protomotriz 

r, R, T conGtanteG de raraday, de los gases y tempera-

tura absoluta respectivamente. 

z = 2.3 RT 

F 

'Cl b.P representa en el mecanismo quimiosmótico la energía que 

impulsa la sÍHte5is de A'l'P o el trr1nsporte de metabolitos y 

iones en la mitocondria. 

1:1 ~'i' puede ser medido. indirectnmente, mediante la distribu--

ción de iones permcantes tal como tctrafenilfosfonio y haciendo 

uso de la ecuación de Nernst (10B), midiendo el cambio del ca--

roter,o en bacterias fotosintéticao o directamente mediante la 

implantación de rnicroclectrodos, esto ha sido posible en bact~ 

rías (50) pero en mitocondrias gigantes (51) no se ha observa-

do un Ali/ medible. 

El A pH ha sido medido por medio de la distribuci6n a través 

de la membrana de un ácido débil como el lactato (49) o median 



.te 31p RMN (49), 

El valor calculado para el Al\l es aproximadamente de 170 :nV y 

para -ZApll ea de aproximadamente 30 mV, por lo que elAP en 

una mitocondria que está respirando pero no sintetizando ATP 

será de 200 mV. (l19). 

Con respecto a las cstequiometrías de protones bombeados por 

sitio hay mucha controverGia y se han reportado valores hasta 

de 4 (52). Recientemente existen experimentos que parecer. sug~ 

rir la existencia de 3 bombas de protones, una en cada sitio 

de fotforilación de la cadena respiratoria, en los comple:j os 

I, III y IV anteriormente señalados, sin embargo, esta ideo:i 

todavía es motivo de fuertes discusiones (53 - 55). 

Una variante de la hipótesis quimiosmótica es la propue5ta por 

Williams (56), en la que los protones no so equilibran con ol 

medio fuera de la membrana sino que permanecen en éstu; en ap~ 

yo a esta hipótesis, están los experimentos que demu~5tran, 

que la fosforilación se inicia casi inmediatamente dcEpu{s de 

la iluminación y mucho antes de que se pueda medir cualquier 

cambio de pH (57), o los experimentos reportados por H. Tcdes

chi, quien report6 haber encontrado un A'\' muy ;:iequcño y de 

signo contrario el cual por lo tanto es insuficiente par.J. e1:-

plicar la oíntesis ATP. 

Hipótesis conformacional. Se han pr•opuesto otras hip6tesis 

para explicar la fo&forilaci6n oxidativa, una de ellas es la 

del cambio corformacional sugerida por Boyer (5B), en la cual 
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el intermediario que transfiere la energía de las reacciones de 

oxiden-educción a la síntesis de ATP equivale a un cambio canfor 

macional en la ATPasa, en la actualidad, existen numerosas evi

dencias experimentales a favor de esta hip6tcsis (59 - 60). 

Mecanismo de síntesis de ATP. 

Con respecto al mecanismo de síntesis de ATP, existen dos pro-

pucJtos, uno denominado directo porque en ~l intervienen direc~ 

ta1nunte en l~ rcacci6n de síntesis los protor1es generados en la 

cadena rcspiratoriu (61), y otro inr1irecto en el que el poten-

cial clcc.:troquí.r.dco f,!?núrildo se usa pura liberar el ATP formado 

y fijar a la enzim<l ADP y Pi, es decir que de acuerdo a este 

1:\f!C<11tismo la unión del Pi y del ADP pc'l.ra formar ATP no requiere 

energía y eu la fijaci6n de los nubstratos y la liberaci6n del 

pro~lucto el paso <J.UB la requiere (62). 
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INTRODUCCION 

Biogénesis de las mitocondrias. 

Un número reducido de las Proteínas mitocondrialcs es síntet! 

za do en las rni tocondrias pero la mayor parte de ~stas son sintet i

zadas en el citoplasma (63) y posteriormente incorporadas a la mi

tocondrias. Lxistcn en ella complejos prot8icos cuyos componentes 

son de origen bigenómico, es decir parte non codificados por t:l 

DNA mitocondria.l y parte por el DNA nuclear. No se ha ¿ado el cano 

en el cual un mensaje1·0 tranc~rito en el n6cleo sea trdducido en 

la mitocondria ni viceversa (64), 

La disccci6n del o~iGcn de síntesis mitocondrial y cito¡1:~J

mico de los diferentes complejos, se ha lor,rado w:::!diantr; do;; en::2 

qucs: inhibiendo la síntesis proteica m?dü:inte un_tiJ)iútico~ c::;pc

cíficos de cada Gistcma de síntesis o usando r11utantDs r.u.:.:le2.rcs y 

cxtracromocómic.:as (citoplá.smicas), obteniéndose rc::.;ult.1dos sc;;ie:--

jantcs. 

·r:n levaduras, mediante el uno de cloronfenicol, qu·:- inhibe 

la síntesis proteica mi tocondrial, se ha lop,r>udo dcr..o.stru.r que l.i 

Fl (65), la OSCP (66) y la proteína inhibidora (35) oc aintctioan 

lo que indica que su síntesis se lleva a cabo en el citosol, - -

mientras que las 4 subunidu<len de la fo no Gon sint~tizad~s, lo 

que indica que su sitio de síntesis es rnitocondrial. Por otra pJ,;: 

te si se usa ciclohcximida, que inhibe la síntesis proteica del 

citosol, las 4 subunidades de Fo se sintetizan, lo que quiere d~ 

cir que su síntesis se realiza en la mitocondria, mientras que en 
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estas condiciones la síntesis de la f1, la OSCP y la proteína i~ 

hibidora no se lleva a cabo (67). No obstante los resultados an

teriores, parece ser que con respecto el sitio de síntesis de a! 

gunos componentes de la OSi\TPasa no se puede generalizar, ya que 

se ha demostrado que la proteína fijadora de DCCD que forma par

te de la F0 , en mitocond~ias de hígado de rata y ?Jeurosporu se 

sintetiza en el citosol y 110 en la mitocondria (68). 

Utilizando l<l mi~ma mctodolof!.Ía mencionada an tcriot'mente se ha 

demostrado que lti:. 3 subunidades líl<1yoreG (I, Il y III) del com-

plejo Citocromo oxida!.ia son de origen mitocondrinl y 1<1S 4 meno

res (IV 1 V, VI y VII) Lle orip,en citoplai;mático (69). 

Con rer;íiccto ul c.:·mplejo b-c, parece S(:;r que lri subunidad 1¡¡,_1yor 

eo de ot·i'•?,en mitocondri.J.l v ~~1 resto citoplasm«ítico (70), 

t:O.:?canü;r;10 de importu11cia de lüG proteínas a lt.i mitocondria. 

Para explicar ld manera como las proteínas 5intetiza.das en el 

citosol .se incorpor·un a lu mitocondria se hun p1~opuesto los si

guientes meca'nismüs: 

1.- Por difusi6n 

2.- Por existcr.cic1 de un péptido señal hidrof6bico que le permJ 

ta atravesar la membrana. 

3.- Por agregación de las proteínas con lípidos lo que les per

mitiría atravesar la membrana. 

4 .- Fer incorporación de RNArn nuclear .. y su traducción posterior 

poP el sistema de síntesis mitocondrial 
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5, - Por un mecanismo de' descarga vectorial de polipépddos al Í!!, 

terior de la mitocondria mediante la continuidad entre al 

retículo endoplásmico rugoso y la mitocondria o por riboso-

mas directamente asociados a mitocondrias. 

Actualmente el mecanismo mjs aceptndo es el del p~ptido sofial 

con algunas modificaciones, que sugieren la posible fusi6n de 133 

mcmbrann.G interna y externa. dt.:.rnntc dicho p!'occso que es uG12rr:á:. 

dependiente clcl potencial electroquímico (71 - 72). Sin embd~go, 

existen muchos datos cx¡icrimcr,talcs qUL' arc1'./CJ.n la síntesis .i tr,1 

ves de ribosomas asociados a. lc1s mitocondrias ('73 - 7S) .. 

Rcpresi6n catab6licu. 

Monod y col. observó que cuando crecía L. coli en ~resenci.J. ~"!~ 

dos substratos talen corr.o glucosa y lactoLa, las er,zimus rE:!quer_!. 

das para rnetabolizar la lactoGrl solo aparecían hasta. c¡ue: s.2 con

sumía la r,lucoLJa eil el medio; puesto que la glt::::osa como ta) no 

era el factor c:ausunte de este fenómeno, :3C su¡.•uso que alr,uno d~ 

sus catabolitos era el que ocasionab.:i la rcpr•esión de la GÍnte-

sis de las enzimas para catabolizar la lact:C'-;a y por esta ra:..Sn 

a este fenómeno se le di6 el nombre de '' :~c?rczió:-. catabólic.J. 11 

( 76). 

Actualmente, la represión catabólica obser·vada en los expe

rirr.entos originales de J. Monod y col. ha sido ampliamente estu

diada y se conoce que la represión de la síntesis de proteínas 



es debida a los niveles bajos de AMPc que existen en las células 

cree idas en glucosa como fuente de carbono. El AMPc es requerido, 

junto con una proteína llamada CAP (proteína activada por catab~ 

lito), para que ln RNA polimerasa se una a los promotores especf 

fices de los operones y de esa manet'a transcriba los genes que 

codifican para las er1zimas de vías metab6lic~s para la utiliza-

ci6n de lactosa, galactos~,.maltosa, cte. 

cu.1ndo l..15 levadura~ son crecidos en presencia de p.lucosa y se 

le5 nr.,rcga Al1Pc, se incrementan los niveles de consumo de oxíp,e

no v de algun<l5 cn~'.in1us de la CU.LlCt1<1 respiratoria (?·1), esto se 

podri~ interrrctat• como que la glucosa reprime la sfntcsis de en 

zimas res¡>iratorias ¡>or u11 proceso scmcj~nte al mencionildo ante

l'ion .. l11"\tc. Sin embargo, recientemente se hcl cncontPado la ex is-

tcncia de 1rnu serie ele prct0.<1sas, las cuales pdreccn estor suje

tas a trav6s de sus inhibidorc5 específicos a la regulaci6n por 

clucosa; esto significaría que la. glucor.a puede regular los ni

vele:: de algunan cnzin1us respirutori(1s a través de un mecanismo 

de tiGrólisis por proteasas (78). Por otru parte, también se ha 

visto que las levaduras crecidas en r,lucosa y sujdas por lo tan

to a represión, una vez que se termina la glucosa en el medio de 

crecimiento (cult:ivo) y después de un periodo de adaptación en 

la cual no crecen, empiezan a consumir el etanol formado en la 

primera etapa, entrando en una fase de franca derrepresión en la 

cual la síntesis de todas las enzimas reprimidas en la primera 

fase son derreprimidas. 
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Antecedentes 

El estudio de la regulaci6n del sistema fosforilantc está 

sujeto a numerosos factores uno de los cuales lo constit~ye la 

proteína inhibidora, cuyo papel modulador a pesar de los nume

rosos estudios realizados no está completamente claro. La uti

lización del urma genética de inducción y represiC:.n sobre las 

modificaciones de los niveles de este co1.,poncnte e:n el :1L:;t~;:1u 

fosforilante nos pdrcciero11 un enfoque promisorio para cstu--

diar Stl papel rcgul<ldor. 

Basados e11 alcunos antecedentes (G5) qt1c mostruba:1 q\1e e~. 

levaduras crecidas en condiciones de r~?rcsi6n ~or rlucoEfi, la 

dctiv~ci6n por• el r~~o en una colu~na Je sefadcx, !ncti.:0 d~ 

contenido de inhi~)lr.\•·l', no e.e obtcnÍ3, s0 su:,us..:. (¡ui; P!1 ¿~~t 4 
• .s 

condiciones ele crccimiúnto el contP-nido de pl'L~tt~l.na i.11hi··_,:.br.1 

era el resultado de una menor síntesis. En c.:ons~~curncia, si 

durante lrt represión por ElUCOSa la sÍntc~iG dC! t\l¡;un,-1:; cnzi-

raas mitocondriales se v~ía disminuida cr.3. pordble que ln prv-

tcína inhibidora estuviera sujeta a la represión, a.l iuual que 

la r1 que es la proteína a la cual regula, pudiendo tener <los 

situaciones: una en que la represión afectara la síntesis de 

la ATPasa y la proteína inhibidora c;-i forma ?<1ral~L;,, le cual 

iodicaría que están en el mismo operón, como ~ucede en r: coli 

en que la subunidad ~ , nupuestamente la proteína inhibidura 

de ese sistema, se encuentra en el mismo oper6n de lar, otras 

subunidades de la ATPasa y se sintetizan en forma coordinada 

(79), o un negundo caso en el que estuviera en diferente 
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localizaci6n del genoma pero con promotor de afinidad igual para 

la RNA polimerasa que el de las otras subunidades de la ATPasa. 

La otra situación sería la que contemplara el hecho <le que la r~ 

pre~ión afectara de manera diferente lu síntesiG de r 1 y de pro

teína inhibidora que resultara en una producción no coordinada 

de ellas, indicando que están localizadas en diferentes opcrpnes 

y atlomds que responden a diferenten promotores. 

Existen en la liter~tura nu1ncrosas observaciones sobre el 

com¡101•t.:imiento del complejo r 1-Inhibidor soluble o purticulado 

'}lle podrÍdn ser tomados como criterios de contenido de proteína 

inhibidora 1 todo~ ello::; ir1direc tos, ya que la medida directa por 

extracción y rurificacjón ha dado rcsul tadon erráticos y la med! 

Ja de la dctividad y de l~ activaci61l no siempre puede <l~bersc a 

rc~oci6n ¡iel inhibidor. 

Objetivos. 

En cGtc trnb.1jo intentarnos cvuluar la modificación en el -

contenido de proteína ir.!-libidora así corno la forma como regula 

ésta a la ATPasa en levaduras crecidas en represión catub6lica 

comparandola con aquellas que son crecidaG en derrcpresión. Para 

:.··o;.'llizar lo antel"ior utilízñrcmos diferentes tratamientos que 

nos permitirán infcl'ir el contenido de inhibidor en ambos esta-

dos metabólicos. Las pruebas comparativas a las cuales sometimos 

nuestras dos preparaciones de mitocondrias fueron: la respuesta 

a la temperatura, al tratamiento con tripsina y al paso a través 

de una columna de sefadex G-50, sumados con las propiedades que 

tiene el complejo F1-Inhibidor de responder al establecimineto 
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del gradiente electroquímico o de ser e><traido en foses apolat"es. 

Todos estos complementados con una evaluaci6n raás cuantitativa 

del contenido de proteína inhibidora y de F 1 en particulao subrr.i

tocondriales, utilizando la fijaci6n de anticuerpos anti ambas 

proteínas marcadas-con 12 51. 
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MATERIALES Y METODOS 

Cultivo de levaduras. 

Se us6 la cepa haploide de levadura Saccharomyces cerevi

siae: D311-3A:a, lis2, trp2, hisl que fue crecida primero r.n vi!! 

les, conteniendo el siguiente medio: extracto de levadura ill 1%, 

peptona de gelatina al 1i, glucosa al 1\ y anar al 2\, se deja-

ron c1•eccr por 48 horas u 30 ºC y se mantuvieron en rcfrigeru--

ción a 4 ºC; se re.:llizaron resiembras cada tres meses y ne prob~ 

ron sus marcadores de auxotrofía pa1·.i co:nprobar su estado de pu

rczt1. E11 condiciones cstJrilcs se tomó un asada de lc\·nduran del 

vidl orir.inal y se inoculó 1::n medio líquido en un matraz Crlenm2_ 

\'CL' \.:e 300 ml de c,1pacidad conteniendo 50 ml de medio de cultivo 

prevL-1n~cnte cstcrili:-,.du, conteniendo g1ucos'I al l'L, extracto de 

lcvci..iin•a al l't y p<O!pton.J. de gelatina al 1% si la Gemilla así ob

te11ida va a ser crecida posteriormente en medio de represi6n, o 

en glicerol al 4\, extracto de levadura al 1\ y peptona de gela

tina al 2% si la zcmilld así obtenida va a ser crecida posterioE_ 

mentt? en medio de derrepres:~ón. Los matraces inoculados sa colo

caron en un dgitador giratorio(Gyrotory Shaker New Brunswick Com 

pany) a 30 ºC y 210 RPH y Ge dejaron crecer por 16 horas aproxi

mad~mentc. Transcurrido este ticÑpO se tomó una muestra en cond! 

cienes eatériles y se observó al microscopio para descartar posi 

bles contaminaciones. Posteriormente se contaron en una camara 

de Neubauer para calcular el número de células. Con la semilla 
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anterior se sembraron matraceG de 2 litros conteniendo 500 rr.1 de 

medio de cultivo previamente esterilizado al cual se le adicionó 

un inóculo de 106 células por ml de medio de cultivo, que cont~

nía en condiciones de represión: glucosa al 8\, extracto de lcv~ 

dura al 1\ y peptona de gelatina al Ji o bién glicerol al •1i, e

tanol al 3\, extracto de levadura al 1\ y ¡1eptcna de ~clatin~ al 

21' como medio de derreprcsión. Se dejaron CI'eccr los lcv,l::nrLt.::; 

en el agitador giratorio a 30ºC hasta la fase lor,aritmie;,1 ,,,(~~lia 

para las crecidas en 1r.cdio C.~ represión y fase cst.Jcion.irid para 

las crecidas en modio de derrcpresi~n, lo cual ~~ lo~r6 í& l3G 16 

hora5 para las pri:ncr2s y después de 48 horas ¡.11,,-~ },Js ...-:0cund.:1..-;, 

como se ilustrn en la!,; curvas ele crecimiento Je ~..::i r LG. 2. 

Alcanzada la fase dcscllda, se tor.,ó una r.,ucc.tr,1 ilc cac~.1 l:".rl 

minuciones, los IJ:otracc~ con indicios i:~lnimos de cc,nt2::1in'lcÍÓii 

fueron dcsccliudos. L<ls células se separ.:iron del medio cultivo 

por centt'ifu&oción a 3000 RPM (cent1'Ífu~d CRU 5000 Diumon/rr.r; ú_!: 

vision) durante 10 minutoG.. Las céluluG sedimentadas se rc:.u.:;pc~ 

dieron en medio volumen de agua. bid~stilada fr•ía y Ge reccnn•if~ 

garon a 3000 RPM por 10 minutos, este proceso se repitio 2 veces 

más. El paquete fi;1al que conten:.a las células se mantuvo en re

frigeraci6n a 4 ºC por un periodo no mayor d~ u~a semana. 

Aislamiento de mitocondrias. 

La obtención de las mitocondrias se efectuó. siGuiendo el 

método de B. Guerin y cols. (80) con ligeras modificaciones. 
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Horas de cultivo Derreprimidas A 

9 18 27 37 4~ 54 63 7 81 

2 4 6 8 1 O 12 14 L6 18 20 22 24 

Horas de cultivo Reprimidas ~ 

Flg. 2. Curvas de crecimiento de la levadura 

Saccharomyces cerevislae cepa D311-3A, culti-

vadas en condiciones de represión y derrepre

s16n como se describ<l en material y métodos. 
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Todos los pasos siguientes se llevaron a cabo a 4 °c. 
Ruptura de las células. Las levaduras 5e resuspendieron en 

un volumen igual de medio de ruptura( sorbitol 0.65M, EDTA Q.lr.iM, 

albúmina al 0.1%, pH 6.5 aju.stado con NaOB)t 25 ml de la suspen-

si6n de levnduras (15 gm de levaduras aproximadumer.tc) se coloca-

ron en un frasco de 75 ml de c~1pacidad del lloraogcniz,..,,Jo1• Braun 

HSK al que se le Miad i.ó un volur.1cn it:ual de perlas de vidrio :le 

0.45-0.50 mm de dia~1etro, se ~gitS por 

dor a 31•50 RPM aproxim,1damcnte, con lo que se obtuvo un 7ú'~, :.!e e¿ 

lulas rotas. El homoel~nt·.i~·,1do se decuntó y l.:is ;1erl.:is ~e l.:ivu1~or. 

veces con S ml de mt~d:~o d_.~ ruptura lo!:i C\l<1le:; se a~~.:i:i~n;"'.:in .11 

homogeneizado. Ln mc=cla se coloc6 en tubo~ de c01~trt~u~~ d2 ~C 

ml de capaci(lad y se celltrifugaron .J. BOO G Jur,u1tc. 1 :l i.'.Íl.'.ltos c:i 

un rotor SS-3~ de la centrifuB~ Sorvall R C 50. ~l ¡)~•;ucte que 

contenía las c~lulas no rotas, núcleos y fr¿1ccic0 :ir:~ C•::ulu.i·r.~. ::e: 

descart6 y el sobrenadante se rccentrifug6 por 15 minutos a 6660~. 

La capa de lÍpidoG que se forma en la supcrf icie se retiró medi~!! 

te aspiración con bomba de vacío o mediante una scrvillct.1 y s~ 

descartó el sobrenadante; el paquete que contenía a l.:is r..itocon-

drias se resuspendió en 20 ml de medio de rro.suspcnsión(qu~ es i-

gual al medio de ruptura adicionado de Tris-HCl 10 r.1M pH 6. 5). La 

suspensión se centrifugó durante 10 minutos a 830r,; el p.1quete fa: 

descart6 y el sobrenadante se recentrifug& durante 15 minutos a 

7500g;.el sobrenadante se descart6 y el paquete resultante se re

suspendi6 con 20 ml de medio de resuspensión y se centrifug6 a 

7500g por 15 minutos, el sobrenadante se descart6 y el paquete f! 
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nal que contjene las mitocondrias, se resupendió en los diferentes 

medios, dependiendo del experimento a realizarse con las mitocon--

drias. 

Esquema para la obtención de mitocondrias de levadura 

células reprimidas o dcrreprimidas 

rcsuspendidas en medio de ruptura 

más un volumen igual de perlas de 
vidrio. 

.1 
agitación 1 minuto a 3450 iPM 

~ 

"ººº"ºº'~"º L., .... '"""' 
de 40 ml y centrifugar a BOOg 

por 10 minutos.¡ 

1 
descartar paquete que con- sobrenadante centrifugar 

tiene células no rotaG,nÚ- ~ 6660g por 15 minuto~ 

cleos y fracciones celula- ( ~ ,. 

res. rr ~ 
-~~~~~~-'-~~~~~~ ..... 

paquete con~iene mitocondrias descartar el sobrenadante 
resuspender en medio de resus

>ensión y c~ntrifugar 10 minu-
tos a 830 g~ J 

1 
descartar paquete. sobrenadante centrifugar 

r==== 15 minutan a 7500g. 
~~~~~l---1--~~~--., 

paquete contiene mitocondrias 

resuspender en. medio de resus-

descartar sobrenadante 

pensi6n y centrifugar 15 minu-

tos a 7500g, ~ 
¡r-·~~~~~~~~~~~~~~ 

paquete contiene mitocondriac puras deLcartar sobrena-

resuspender en medio apropiado según 

experimento. 
dante 
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Obtenci6n de partículas submitocondriüles de Magnesio ATPCPSM

HgATPl. 

Se obtuvieron siguiendo el método de Tzagoloff(65) con 

pequeñas modificaciones. El paquete de mitocondrias se resus-

pendió a una concentración de 5 mg de proteína mitocondrial por 

ml del siguiente medio: aacarosa 0.25M, ATP 3 mM, M¡>:S01¡ 3mM y 

albúmina al 0.1%, pH 7.4(con NaOH) 1 las r.iitoconJrias así rc.Jus

pendidas se sonicaron por 30 segundos en un sonicador ~iSE a la 

máxima capacidad. Ll .:.onicado se ccntrifu.có a 7500g durante 10 

minutos, el paquete resultan te que contiene mi tocondrias no ro

tas se descnrt6 y el sobrenadant~ se coloc~ e~ ¡\1bus da 10 •:.~ 

de capacidad y se centrifugó por 30 minutos a !OS C.JLJ.~ er:-.plcó.il

do el rotor SOTi en una Ultrnccntrifuga Rcckm3n l.~~saa; nl ~o-

brenadante se descartó y el p.J.qucte que cont.íc11c 1c.s partl::::uL1s 

submitccondriales 9e MgATP S(> rcsuspcndió en sacarcs;1 G. 2SM \' 

acetato de Hg 10 mM a una concentración de 20 mg de protc!na 

por ml. 

Medida del consumo de oxígeno y control respirato~io~~~ 

tria. 

Se llev6 a cabo utilizando un oximetro YSI modelo 53 pr~ 

visto de un electrodo tipo Clark y conectado a un registr~dor 

HEATH modelo EU-20B. 

Para efectuar la medida del consumo de oxígeno las mito

condrias se resuspendieron a una concentración de 50 mg de pro

te1na por ml en el mismo medio de resuspensi6n. La cubeta del 

ox1metro contenía 3 ml de medio de resipiraci6n(sorbitol 0.65M 
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EDTA. 0.36mM. KH2P04 10mN, Tris-HC1 10mM, KC1 10mM, albúmina sé

rica sin lípidos al 0,3\ y succionato 10mM ajustado a pH 6.5), 

La respiración se inició con la adición de 60 µl de la suspensión 

de mitocondrias (3 mg de proteína mitocondriall y se registró d!! 

rante 2 a 3 minutos el consumo de oxígeno correspondiente al es-

tado 4; a continuaci6n se le afiadió 10 µl de ADP (100 nmoles) y -

se rcgiatró el estado 3 hasta qur. se agotó el ADP y regresó nuev~ 

mcnt~ al estado 4. A los reeistros obtenidos se leo realizaron 

los siguientes cálculos: control respiratorio, relación P/0 y con 

sumo de oxígeno (Q02). 

La cantidad de oxígeno que existe en 3 ml de medio de resp! 

rc::.ción a 30ºC y qul'! es ncccGario conocer pLtt•a realizar los cálcu

los, fue tomaJ.:i de los d.üos reportados por R. !:stabt'ppk ( B 1) y -

equivalen a 400 nanoá.tomos de O por ml de medio de respir'ación. 

rrr.t•UracÍÓn de partículas SUbrnitocondriales de sefadex. 

Se prepararon siguiendo el método de llot'stman y Rack et' ( 8 2), 

Se utilizó una columna de sefadex G-50 tipo "coat'se" (40 cm X 2. 5 

cm) equilibt'ada con el siguiente medio: KC1 250mM, sacarosa 75mM 

Tris-SD1¡ 30mM y EDTA 2 mM, ajustado a pH 8. Se colocat'on 20 mg de 

proteína de pat'tÍculas submitocondriales de MgATP (PSM-HgATP) 

a los cuales previamente se les determinó actividad de ATPasa. 

Se eluyó con el medio at'I'iba señalado y el flujo se reguló a 12 

gotas por minuto, se colectat'on las fracciones que presentaban 

el color' caractet'Ístico de las partículas. El paso de las pat'tÍ

culas pot' la columna tom6 apt'oximadamente 2 hot'as. Se juntaron 

las ft'acciones deseadas y se centrifugat'on a 36 000 RPM por 30 
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minutos en la Ultracentrifuga empleando el rotor SOTi, el paque

te resultante se resuspcndió en sacarosa 0.2SM y se le determinó 

proteína y actividad c!e ATPasa. 

Medida de la actividad de ATPasa. 

La actividad de /l.TPasa fue ensayada pal' don mátodc.s: col!?, 

rim6trico miediendo el Pi liberado por la hidr6lisis de ATP a~--

guiendo el m~todo de Sumner (83) y espcctrofoton~tric~~entc ~1-

guien<lo el m~todo de~crito por Pullmnn y cols.(19), este dltl·~o 

se lleva a cabo con un siGtc;na enzimático rcr,c:ncr.:11Jor Ge :.\7i' d.C,:) 

placlo a la oxidación de fü\DH medido a 3l10 nm. La s•::ocuer.:. :u de --

reacciones en que se basa este m6todo se C5~ucrr~ti:~ a ~cnti~~1-

ción: 

1\TPt---... ,~-----+ Piruvato---~--~-~!.ar::~ato 

"'""l ••" Piruvato 
cinaGa 340 nm 

+ 
Pi 

NADH NAD+ 

Se midió utilizando un cspectrofotómetro Beckman modelo 

35 provisto de registrador en la forma siguiente: en una cubeta. 

de 3 ml se colocaron 2.9 ml de medio de A1'Pasa(Tris-acctat0 2~ 

mM pH 7.4, acetato de potasio 30 mM y acetato de magnesio 3 n~1) 

y se le afiadió NADH 0,3mM, fosfoenolpiruvato(PLP) 0.3mM, piruv! 

to cinasa 20 µg, deshidrogenasa láctica 20µg y una cantidad de-
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terminada de partículas submitocondriales. La reacci6n se inició 

con la adici6n 30ul de ATP 300mM pH 7.~ (concentración final de 

3 mM). 

La actividad se calcula como sigue: 

Actividad Específica ::: 
AD.O X 

G.2~ X mg de proteína 

donde: AD.O= camblo de densidad óptica registrado en un minuto 

3= volumen de la ct1beta 

6. 22= coeficiente de extinción molar del NADll 

PL·tcr1:1inación de proteína. 

La proteína fue dctcrmin.:id.1 por tres métodos: en mitocon

driaJ por diferenciR de ubJorci611 a 315-325(04), en partículas -

51..!bn:itocondriales usando rcuctivo de Biurct(R5) y en otras deter 

minacionc~ como proteína de anticuerpos siguiendo el método de -

Lowry(8S), en todos los canos el estándar fue albúmina sérica ~o 

vinu fracción V. 

Obter.ción de cnticueI'pos anti-proteína Inhibidora y anti-F1 de 

r.titocondrias de levadur•a. 

fueron obtenidos en conejos a los cuales se les inyect6 -

en el dorao 1 mg de antíceno cr1 purificada de acuerdo a (87) y 

proteína inhibidora purific.1da de ucuerdo a (35) )mezclado co11 

un ml de adyuvante completo de Freund, seguido de 3 inyecciones 

intravenosas cada 15 días con 100 µg de antígeno en 100µ1 de s~ 

lución salina estéril. Una semana después de la última inyec--

~ión, Ge obtuvo la sangre por punción cardiaca y se dejó a tem-



-32-

peratura ambiente por 30 minutos para que se forme el coágulo, 

posteriormente se centrifug6 a BOOg por 10 minutos y el suero re_ 

sul tan te( sobrenadan te) en el que se encuentran lus gam:11a globul± 

nas se precipitó en frío con sulfato de L'rn:onio Gutura.:!o ;:iH 7 .li .J. 

una conccntrución final de 33\. Lc!G gamma· globulinas se: sc¡;.:ira 

ron por ce1ttrifuGación a BOOg por 10 minutos, el ~rccl~itJdo se 

resuspendi6 un soluci6n salina 0.9i y se lo dctcrrain5 ~r~~cin~. 

La suspensi6r1 se guardó en un congelador Rl:vco a _;;GºC en alicuo 

tas de 1 ml hasta ser usadas. 

Detecci6n de anticuPrpo5 pot• c!ohle inmunorlif\1~~5n. 

Se utj li;;Ó l.J. técnica Je doble irnr.unodifusión <!iJ ;,uch:cr-

lony(88)cn placas de agur-an~r al 1\ y NaCl al C.9~. Se ccloca

von los anticuerpos en el po~o central y en los po::o~ rerif Cri 

cos Ge coloc.:iron difert:!ntt"?fi conccntrac:ionc~ f](~ ,-:n;:iv, • ..,r,o. U1:a. \'é:: 

observada la inrr.unoprccipi tución aproximudam~nt~-! en ·i 8 :10:-ü e, 

las placas se ::;cea ron con un pupr::l filtro What:r.an ilo. 5 :,1 poste

riormente fueron teñidas con azul de CooTi\asie -:il o.~~"b en mcta-

nol al 30!6 y ácido acético al 7li durctntc 30 r..i:1uto3, :.;c. ·-k~;tií\c

ron con la misma solución pero Gin el colorantr!.lr:. fig. 3 1;:ues.-

tra una doble inmuno difusión utilizando anticuerpos anti-Inhibi 

dor de levadura. 

Marcaje de anticuerpos con 12Sr. 

Fue realizado siguiendo la técnica del IODOGEN reportada 

por Philip R.P. Salasinski y cols.(89) y Xary Ann K. Markwell y 

cols.(90). En un tubo de ensaye se disol~i6 1 mg de Iodor,en(l,3, 

~,6 tetracloro 3,6, difenil glicoluril) en 25 ml de cloroformo 
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A - 33 - B 

Fig. 3. lmnunodifusión de Gamma Globulinas contra 

lnblbidor dt.! Levadura. A) el pozo central conwnra -

400 µg de Ac contra inhibldor, los pozos 1 y 2 contE 

nhn 50 pg de inhibidor de levadura, los pozos 3 y 4 

contcnfnn partículas submitocondrlales( 1 mg ) de -

células crecidas en dcrreprcsión y represión res-

pcctivamente, solubillzadas con tritón X 100 al 13 . 

B) el pozo central contenía 1 mg de partrculas aubll!! 

rocondriales (solubll!zadas) derreprimldas, los po

zos 1, 3 y 5 contenían; partículas submitocondriales 

dcirrcprimidas solubil!zadas( l mg ), partl'.cuias sub

mitocondriales reprimidas solubilizadas (l mg ) e 

inlúbldor (25 pg ) respectivamente. Los pozos 2, 4 

y 6 contenían gamma globullnas contra inlúbidor de 

levadura ( 400 µg ). 



o diclorometano y se distribuyó en alícuotas de 50 µl en tubos o 

viales en los que se va a llevar a cabo la yodinación; se evapo

ró el solvente con nitr6geno gaseoso tratando de G,Ue se for:nara 

una capa delgadd(peliculal en las paredes del tubo, para que la 

mezcla de reacción siempre esté en contacto con esta pclicula. 

En un tubo preparado con Iodogcn se colocaron Sµ.l ~:e ---

1251 (0.5 ¡.lCil y se le af1adió Sµl de HCl O.Hl ;-ar.1 r.eutralizar 

el NaOll en que se encuentra el 125¡, se le dfiaLlieron S ~& d~ a~ 

ticuerpos en 300µ1 de solución salina, se agitó püra me1.clar y 

se dejó reaccionar por 10 minutos en un baño de hielo t-u~o 1.ir.,1 

campnna de extracción; transcurridos los 10 r;;inutos se rasó 1..1 

mezcla de reacci6n por una columna de sefadex G-1J 6 G-15 c~ui-

librada con buffer de fosfatosOlaCl 150 m?·I, tla 2ro1, '15mM a rH 

7.4), los anticuerpoG marcados se excluyen de l~s partículas de 

sefadex y su.len en el volumen de exclusión; el 1251 S.Jlió p.:lst_s. 

riormente. El proceso de elución se siguió mediante un contador 

Gei~er con el que se pudieron observar dos zonas de radioacti

vidad en la columna, una que sale primero y que corresponde a -

los anticuerpos marcados y otrd retrasada oue corresponde al --

1251 libre. Se recogieron en fracciones de 1 ml y se les deter

min6 proteína; se guargaron congelados en un congelados REVCO a 

-40°C. 

Extracción de ATPasa de mi tocondrias de levadura a hexano e in• 

corporaci6n a liposomas, 

Se sigui6 el método reportado poi• A. Darzon y A. Gómez-
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Puyou(91). Las mitoccndrias se resuspendieron en sacarosa 0.25H 

a una concentración de proteína de 3 mg en 70 µl. Todos los pa

sos se llevaron n cabo a 4°C, Ge colocaron los 70 Jll de la 5US

pen:;ión r.ii tocondriul en el fondo de un tubo de ''O ml de capaci-

dad y se le añadió ml de hexano conteniendo 10 mg de asolecti 

na, se mezclaron y sonicat•on por 4 minuto::; en un sonicador Bran 

so:1~e 1 inmediatamente d.;spuéG se le afladió O. lml de CaC1 2 1M y 

;;;e agitó en el vortcx por un minuto. LL'l emulsión se centrifugó 

por i+ minutos en urrn centrifuga clínica a la máxima velocidad -

p.-:!.t'rl scprJrar las dos fases; se obtuvo la fase orgánica y se co-

locó en OtI'O tubo 1 el solvente se evaporó con nitrór;eno gaseoso 

tr~1 t,:rndo de dejar una pel!cula en las paredes del fondo del tu-

bo; a este residuo se le uh.J.dieron O, 2 ml de Tris-acetato 2SmH 

pH 7.11 y re ,1gitó en el vortex por 4 minutos pura formar los l.!_ 

pooomas. la fig.~ es un esquema de los pasos seguidos para obte 

ner los liposomas con la ATPasa incluida. 



-36-

Fig. 4. Pasos seguidos para la obtención de liposorr~s con la 

ATPasa incluida. 

70 µl de suspensión de mitocondrias 
( 3 mg de prot. ) 

+ 
1 ml de hexano con 10 rng de asolectina 

1 
sonicar minutos en "Bransonic" 

l 
cmulsi6n 

+ 
lOC).11 de CaCl2 lM 

1 
1 minuto de vortcx 

l 
4 minutos centrifugar en centrífuga clinica 

1 
fase or&ánica evaporar 
con nitrógeno gaseoso 

J 
residuo+ 0.2 ml de 
Tris-acetato 2SmH 

1 
agitar en vortcx minutos 

i 
produce liposomas con pro
teínas mitocondriales in-
corporadas. 

fase acuosa 
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RESULTADOS 

Durante el crecimiento en glucosa se reprime la síntesis de 

enzimas necesarias para utilizar otras fuentes de carbono diferen

tes de ésta(92), las causas de esta represión son atribuidas a la 

presencia de niveles bajos de AMPc, el cual es necesario junto con 

la proteína CAP para que la RNA polimerasa se una a los sitios pro 

~atores específicos en el DNAC76). Además de la represión de la 

síntesis de este tipo de enzimas, también hay represión en la sín

tesis de enzimas implicadas en otras vías metabólicas, incluyendo 

algunas de 1.1 tr.:ins<lucción de energía como son: la citocromo oxi

dasa y la ATPasa(2,93). 

Como el objetivo prin~ipal de este trabajo es el de estu-

difll' la regulación de la ATPasa por la proteína inhibidora en co!! 

dicioncs de crecimiento de represión y derreprcsión catabólica, 

se conr,idcró conveniente caracterizar algunos pará~atros de las 

mi tc·condrias que sirviercin de criterio para asegurar que se en--

cuentran en el estado metabólico requerido. 

Ya que durante la rcpresi6n por glucosa se inhibe la sínt! 

sis de enzimas mitocondriales de la cadena respiratoria, es de C2_ 

perarse una inhibición en el consumo de oxígeno, control respira

torio y ADP/O, como se ilustra en la tabla 3, con datos comparati 

vos de células crecidas en derrnpresi6n. Se observa en forma a obr.=_ 

saliente el menor consumo de oxígeno en mitocondrias reprimidas, 

lo cual es indicio de un menor contenido de cadenas respiratorias· 

y sugiere que las levaduras crecidas en glucosa estaban al ser c~ 
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Tabla 3. Parámetros Respiratorios en Mitocondrias de leva 

duras Crecidas en Represión y Derrepresión Catabóiica. 

Condiciones de Control ADP/O Q02 

de Crecimiento Re::;pira"torio nanoátomos/mg/horo 

Derreprimidas l. 5 2280-4680 

Reprimidas 1. 2 720-860 

A la Cd:r.ura de rt.?spiración }¿;_ cual contenSa 3 ml de r.h?dio ~e re~;-

piración(ver material y r.i¿todos) se le agrer.aron 3 mg: de prot!..l~n.1 

rnitocondrial y so registró el consumo de oxígeno(estado ~) dur3~-

te 3 minutos, ponteriorrnc11te se le afiadi6 ADP a una conccntracié~ 

final de o. 33mM y se rcgintró el estado 3 hasta :::;,ue se n~~oté y r~ 

gresó nucvurr.cnte el e::>tado '•. 

El control respiratorio se calculó midiendo la vclo.::id¿¡J de con

sumo de oxígeno en el estado ~ inicial y el eGtado 3 inihediato. 

La relación ADP/0 se calculó suponiendo que todo el 02 consumido 

mientras se agotó el ADP representa ATP esterificado, este valor 

no pudo ser calculado para las reprimi(las dabido a su bajo con--

trol respiratorio. 

El Q0 2 se calculó suponiendo que en los 3 ml de medio de respira

ción existen 1200 nanoátomos de oxígeno, como fué reportado por 

R. Estabrook (81). 
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sechadas en la fase de represi6n, ya que se ha visto que durante 

el crecimiento de levaduras en glucosa éstas presentan una curva 

de crecimiento diaúxico(2), con una fn.sc de crecimiento rápido 

(tiempo de generación de 2 horas) que cG propiamente la fase de 

represión y es cuando se conGume la glucosa, SCBuida por una fa

se de adaptación en la que no huy crecimiento y luego una fase 

de ct•ccirniento lento(ticmpo de generación de 6 horas aproximada

mente) en la que se consume el ct..1nol producido en la primera f~ 

se y que es realmente de dcrrepresi6n, ya que se sintetizan la 

mayoría de las enzima.~ rF.!prirnidas en L:i primera fase, aicndo in

aistin&uiblc desde este punto de viGta de aquellas levaduras ere 

cidas directamente cor1 un substrato no fermentable. 

Una carilctcrlstica impor·tante obscrvüda en mitoconrtria3 -

re;n ... imidas, previ.:1.1.1onte repol't,1du por Tzagoloff(65), es ld obse!_ 

vación mediante microscopio electrónico con el proceso de tin--

ción negativa, de que las membranas internas de las mitocondrias 

de levildttraa crccidua en represión contienen menos partículas de 

i\'!'Pc1sa qu~ aquellas crccid.;.s en derreprcsión. La fig. 5 muestra 

micrografías electrónicas da mitocondrias de levaduras crecidas 

en represión y derrepre~ión, en las que se puede observar la d! 

fcrencia de contenido de ATPasa(cnferas de 90 Aº de Fernández

Nor.~:;) en mi tocondl'ias de amb~ s condiciones, ele acuerdo con lo 

observado por Tzagoloff. 

Cuando se inhibe la síntesis proteica mitocondrial con 

clor&nfenicol (100) se ha o~servado que la r 1 es recuperada en 

el so~renadante post-ribosoma~, lo que indica que al no ser 
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sintetizado el componente mcmbranal (Fo) del complejo OS-ATPasa, 

la r1 no se incorpora a la mcrr.!Jrana interna mi tocondrial, este 

fenómeno s~ observó también durante la represión catab6lica. La 

fig. 6 muestra los result,1dos de la electroforesis en geles de 

acrilamida con SDS del sobrcn.:id,1ntc post-ribosomal de levadu"!"a.s 

crecidas en r"1?prc5iÓn y dcrreprcsión catabólica. Se o~serva ·lile 

algunas subu11idadcs de la r 1 Ge encucr1tra~ ~n ~.:i~·or abu~:!anciu 

en el sobrenad~ntc ?OSt-ribosom~l de lcvadur~s rc~rimi<las, si ~a 

comparan con el de levaduras derrepriinidas. Esto podría indicar 

que durante la re?rcsión ce ve : ... 1s afect,Hla la. síntesis d.c Fo en 

las mitoconclrias que la f1 en ~l citosul, o que se c~ct1cr1trd ai

tcrado el mccanisr110 de incocporación de proteínas .:J. tru.\'{s ele 

las membranas mitocondriulcs(72). 

Los datos unteriot"cs: b.Jjo con~u;no de m:ír,eno, control 

respiratorio y ADP/0, pocns ATPa.sas en tinción ncga-rjva y t!tt:n

dancia de segmentos de r 1 en el sobrenadantc post-ribosomalt p~ 

recen indicar que las mitocondria.s obtenidas durante la repre-

sión catab6lica tienen las características espcrad~s si se com

paran con las de levaduras crecidas en derreprcsión. 
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Flg. 6. Electrofórcsis en Gel de Acrilamlda al 103 

con SDS. carril 1; 30 µg de F l purificada de leva· 

dura, carriles 2 y 3; 50 pg de sobrenadante post· 

ribosomal de células reprimidas, carrll 4; 50 pg 

de sobrenadante postrlbosomal de células de:c:e• 

primldas. 
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Activaci6n d; la ATPasa Mitocondrial por el establecimiento del 

Gradiente Clectroquímico. 

Desde que Pullman y Monroy(32) aislaron una prot~ína d~ 

mitocondrias de corazón de res con actividad inhibitoria sobre 

la actividad de ATPasa, ésta ha sido sujeta de ~altiples estu-

dios que han sugerido una posible función regulatoria sobre L\ 

la ATPasa(9li). Entre los muchos enfoques experimentales d que 

ha sido SOJiletido el inhibid0r· asociado a la ATPasu, alJ;ur.os de 

ellos han producido resultados intercsan':es: A. ~ó:-.c:::-íuycrn y 

cols. (95) reportaron que las partículas submitocondriale~ de 

MgATP que parecen tener el inhibidor en el sitio ini1ibitopio, 

presentaban un retraso en la fase inicial de l.=i. sínt~cis ch~ /:.'!T 

y que estas mism.:is partículas, si eran rreincu~;udu; c·:m su.:ci..-"1 

to y medida la síntesis de ATP, el retraso des.1par'ccÍ.l. For 

otra parte si se media la rcacci6n inversa o de hiJr6li3~S dn 

ATP, presentaban un incremento de la actividad cor.iparajr1s con 

aquellas que no eran preincubc1das con succinato. Sí tJOr ctré1 

parte, partículas de estado J ó de oefadcx a l.in que se les ha 

removido el inhibidor de su sitio inhibitorio eran sometida~ a 

un tratamiento idéntico no presentaban la activncié.n. Rcsultu .. -

dos semejantes fueron obtenidos por D. Harris y A. Crofta en 

cloroplastos( 96). Los resultados anteriores fueron interpreta-

dos como debidos al movimiento del inhibidor de su sitie inhibi 

torio por el establecimiento del potencial electroquímico. 

Con base en 'los resultados anteriormente citados es posi

ble utilizar la activaci6n de la ATPasa por el establecimiento 



-44-

del potencial electroquímico como un criterio de la presencia de 

inhibidor en partículas submitocondriales de levaduras crecidas 

en represi6n y derreprcsión catabólica. 

Los resultados de la tabla 4 ilustran el efecto de la ge

neración del gradiente electroquímico sobre la actividad de ATP

asa de partículo.s submi tocondriales reprimidas y derrcprimidas. 

Las partículas de células reprimidas presentan una actividad es

cíf ica menor de ATPasa, de birlo a la represión catabólica y énta 

no en estimulada por la prcincubación con succinato en contraste 

con las partículas de células dcrreprirnidas que se estimularon 

un '16\. 

La posibilidad de que la falta de activación de la ATPasa 

po~ el gradiente en las partículas de c~lulas reprimidas, se pu

diera deblH' a una menor o nula capacidad de la cadena rcspirato

rja para generarlo, es parcialcmente descartada por los trazos 

mostrados en la fig. 7, en la que se nota que ambas mitocondrias 

generan un gradiente semejante medido por el método de la safra

nina( lQll). Por lo anterior, es posible suponer que el contenido 

de inhibidor de las partículas de células reprimidas sea menor 

que en las partículas de células derreprimidas siguiendo este 

criterio. 

Estimulación de la Actividad de ATPasa de PSM HgATP por Calor. 

Como la asociación de la proteína inhibidora con la r 1 es 

fundamentalmente de tipo no cavalente, es posible remover el in

hibidor del complejo r1-inhibidor mediante diferentes tratamien

tos entre los cuales se encuentra la disociaci6n a temperaturas 
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Tabla 4. Efecto del Potencial Elect:roqufnúco 

sobre la Actividad de A TPasa en PSM MgA TI' 

Condiciones de 
Crecimiento 

Dcrrcprimidas 

Dcrreprimidas 

Reprimidas 

Reprlnúdas 

Adición de Actividad de A TI'asa Estimulación 
Succinato nmoles Pi mg-lmin-1 ( 3 ) 

460 
46 

+ 670 

126 
o 

+ 126 

Las particulas fueron preincubo.das durante 5 minutos a 30 ºC con 

agitación, a unll concentración de 1 mg por ml de sacarosa O. 25 M 

:: succlnato 5 mM; al final de los 5 minutos de preincubación se -

tomó una alícuota de 0.1 ml y se midió actividad de ATPasa espec

trofotométrlcamente siguiendo el procedinúcnto especificado cm - -

m~todos. 
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antimlclna . 
J 

1
,-- · ; .. antlm!cina 

I . 
..,, r-::. -- ---

¿ s~c. '\ 
succ. 

t 

'----•, 
' .. ..... 

A= 0.01 1 
~ 

_...,.,.. _ __,._.,._... ..-mltocondrias ·-· ···Derreprim!das 
medio+safranlna - Reprimidas 

Fig. 7. Medida de la Generación del Gradiente Electroquimico 

en Mitocondrias de Levaduras Reprimidas y Derreprimidas por 

cl Método de la Safranina. l mg de mitocondrias reprimidas o 

derreprimldas fue añadido a una cubeta de 3 mi la cual contenía 

2. 9 mi de sa.carosa O. 65 M y safranina 16 )!M. El cambio de 

absorbencia de la safranina a 511/533 fue registrado con un es

pectrofotOmetro de doble haz. En donde se indica se hicieron a -

diciones de 10 µl de succinato O. 5 M O l µg de antimicina. 
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no desnaturalizantes. Las temperaturas más elevadas desnaturali

zan a la F1 y siendo el inhibidor resistente a ellas(JJ) este 

procedimiento ha sido utilizado como un paso en su purificación. 

Por otro lado se ha reportado (36) que las partículas submitoco~ 

driales incubadas a 40°C presentan un incremento de la actividad 

de ATPasa observada a partir de los 10 minutos de incubación, e~ 

to ha sido interpretado como debido a la disociación del inhibi

dor de la /\!Pasa con la consecuente activación de ésta. 

Las partículas de MgATP de células' crl. .. cidc1G e:J represión 

y derrepresión fueron sometidas al tratamiento con calor, los r~ 

sultados obtenidoG se ilustran en la f ig. 8. Se puede observur 

que la actividad de ATPasa de partículas de ?·:gATP de células ere 

cidas en <lerrcprcsión se estimuló un ¡ooi en los pri:r,ero.:; 30 1;1i

nutos de incubación a 4 OºC no increr.1entandosc>. después de e8tc 

tiempo. Por otra parte, en PSM MgATP de células i."e.primidas no 

fué posible observar dicha cntimulación de la a~tividñd. 

Aparentemente siguiendo este critcpio, las partículas de 

células reprimidas no parecen contener unu cantidad importante 

de proteína inhibidora que contrasta con la notable activación 

observada en las partículas de células derreprimidas. Después 

de la activación1 la actividad de ambas p~rtículas pcrrna.ce cata

ble al calor a los tiempos más largos empleados en el cxperimcn-

to. 
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Fig. S. Estimulación de la Actividad de ATPasa por Calor en 

PSM MgA 11' .de Células Reprimidas y Oerreprimldas. 2 mg de 

PSM MgA 11' fueron incubadas en l ml de la siguiente solución: 

tris-acetato 35 mM, ATP 2 mM y EDTA l mM, a los tiempos 

indicados se tomaron alícuotas de O. l ml y se les midió acti

vidad de A TI'asa espectrofotométricamente. 



Estirnulaci6n de la Actividad de ATPasa en PSM MgATP por la Colum

na de Sefadex. 

Ha sido reportado que las partículas de MgATF pasadas a 

través de una columna de sefadex G-50 presentan una actividad n,a

yor(7) debido a la remoción del inhibidor de la r 1 dumnte dicho 

proceso. Tzagoloff(65) encontró que las pcJ.rtículas subi:iitocondri~ 

les de levaduras crecidas en represión no presentaban ei;::iraula---

ción de la actividad dcpués de ser pasadas por la columníl de sef~ 

dex. Siguiendo estos CT'iterios se realizaron los cxpcri1:11:.:ntos 

ilustrados en la tabla 5 para inferir ni existía difcr~;1~c conte

nido de inhihidor en las dos clases de píl.rt·ículas er:iplt~atla:..;. Lo:; 

reGultadcs de la tabla 5 mucstr:.in claramente u:-ia rnayut"' e:.:.timul.i--

ci6n de la actividad(1& veces) en las rart!:ul~s.d~rrc~~imlt!~s 

que en las reprimidas(2.5 veces). La menor, pero existente t""lCtiv~ 

ción observada en partículas de scfadcx de lev.:iduras reprimidas, 

podría indicar, que en éstua, existe inhibidor en menor cantidJd 

que no ha sido detectado por los otros métodos prcvi.:imcr.te el tJ

dos, como la activación por gradiente o por calor y que el méto-

. do del sefadcx, mucho más drástico, sí logra detectar. 

Estimulaci6n de la Actividad de ATPasa por Tripsina e:n PSM ?-!~AT? 

de Levaduras Crecidas en Represión y Dcrreprcsión. 

La tripsina es una enzima proteolítica GUe rompe uniones 

peptídicas primordialmente donde el grupo carboxilo de la uni6n 

esdela lisina o arginina. Esta característica ha sido empleada c2 

rno una arma para detectar accesibilidad de proteínas en comple-

jos enzimáticos(24). 
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Tabla 5. Estimulaclón de la Actividad de ATPasa por el 

Paso de Partf.culas de Levaduras Reprimidas y DerrepJO! 

das a Través de una Columna de Scfadeic, 

Condiciones de Tratamlenro 
Crecimicntll con Scfadcic 

Dcrrcprlmidas 

Dcrreprlmldas + 

Reprimidas 

Reprimidas + 

Actividad de A TPasa Estimulaclón 
nmolcs mg· 1 mln • i 11 de veces 

650 
10 

6410 

500 
2. 5 

1220 

2J mg de partrculas con actividad basal registrada en la tabla fueron 

pasadas por una columna de Sefadex (como se especifica en material 

y métodos) y colectadas por centrifugación. La actividad de A TPasa 

fue mc.oclida cspcctroforométricamentc. 
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_, 
El inhibidor, un polipéptido pequeño, es muy susceptible a 

la acci6n hidrolítica de la tripsina (32, 33) y esta susceptibi 

lidad es conservada aún cuando se encuentra unido. a la F1 sol~ 

ble o particulada ( 3 6). Al parecer en estas Úl timaG cxiote mayor 

ataque protcolítico del inhibidor que de la F1, lo que <:'car,iona 

cierta estimulaci6n de la actividad de AT?asc1 .:'.!n rdngos muy es

trechos de concentraci6n de tripsina. Cuando las p~r·tículas ~e 

MgATP de células crecidos en represión y derrc?resión ~e i:·,cu~~~ 

ron con una cantidad fiju de tripsina, dc'terrai:iada co;:-.o ·,jt·!cU:i-

da en un experimento anterior, se obtuvieron Jcs rc511l tc1L'.os i1l!::; 

tr11dos en la figura 9. En las part ícu lc1s de célula,:; dcct·e~r i:r,i -

das hay un inc~cmento de la actividad GUe co~ien=~ a 1~5 l :.1inu 

tos y llega a su m~ximo u los 15 minutos. C...ira:1te este :; .. ~~:r.c 

tiempo, la actividad de ATPasa de lus partícul1::s d•?: .:élula:... i·c-

primicias no rauestra ninguna v.:iriación notat.ilJ y pc:.a~rio!'rl.·..'lltt..: 

decae bruscar..ente, indicando la hidrólisis ele la A7P.1sa. L:-- ,;il! 

nificativa la diferencia de activación 1~n los prir..eros 15 r.,inu

tos de incubación, que indicaría la presencia. del inhibj dor- en 

las pat'tÍculas derreprimidas. Sin err.bargo, la r-csis::cnciu c!c la. 

F1, supuestamente sin inhibidor en las r~primidas, al n.tarp.ic 

proteolítico, podría también indicar una menor uccesibili•!ad ~e 

ésta en las partículas de células reprimidas que pilradójica1r.ente 

debería ser más atacada debido a su menor cunccntración :,•.1 que. 

la proporci6n tripsina/r1 es mayor, por lo que es posible 8U~o

ner que en estas condiciones la r 1 se encuentra embebida en la 

fase hidrof6bica de la membrana y defendida del ataque proteoli 

tico. La prote61isis a tiempos largos procede paralelamente cr. 
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5 10 15 20 25 30 so 
T\cmpo de incubación con trlpsina (minutos) 

Fig. 9. Estimulación de la Actividad de ATPasa por Tripsina en PSM 

MgA TP de Levaduras Crecidas en Represión y Dcrrepresión. 

7.0 

2 mg de PSM .MgA TP se incubaron a 22 "C en un m1 del medio sigui~ 

te: trls-aceratt> 35 mM, ATP 2 mM, EDTA 1 mM y 80).lg de trip

sina. A los tiempos indicados se tt>maron alícuotas de 0.1 m1 y se -

les añadió 30 ¡.¡~ de inlúbidor de trlpslna, inmediatamente después se . 

detenninó la actividad de A TPasa colorimétricamente como se espe • 

ciffca en métodos. 
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ambas partículas mostrando que una vez que ambas han sido e~pue~ 

tas, la actividad degradativa sobre la r 1 es rápida. 

Extracción de la ATPasa de Mitocondrias de Levadura a Hexano e 

Incorporación a Liposomas. 

Transferir moléculus proteicas a solventes orgánicor; (:~e'.!1. 

éter) es un m~todo que en bioenerg~tica ha tenido mucha ~ccpta-

ción, principalmente porque algunos de los componentes de los 

complejos implicados en la transducci6n de cncrcra tílntc e~ rnit~ 

condrias como en cloroplastos y levaduras, son de ti;·o hidr-::"'ób~ 

co y poro consiguiente solubles e.,n solventes no polares, sicn .. io 

relativamente fáciles de extraer y posteriormente incorporcir a 

liposo~as para su estudio (97). 

Recientemente ha sido report11da la extracció;-i a he>.:ñno y 

éter de la ATPasa de mitocondrias de corazón de res (ql), enea~ 

trándose que la cantidad de ATPasa que Ge extrae y posteriorme~ 

te se incorpora a liposomas, está de algun3 manera relacionada 

con el contenido de proteína inhibidora en su sitio inhibitorio, 

ya que una vez en el liposoma, la ATPasa presenta una activa--

ción en el transcurso del tiempo que sugiere una anictivación 

del inhibidor (91). 

Las mitocondrias de células reprimidas y derrcprimidas 

fueron sometidas a este método de extracción, los resultado~ se 

pueden apreciar en la figura 10. Puede verse que hubo una rr.ayor 

incorporac:ón de ATPasa a liposomas cuando se usaron mitocondrjas 
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Flg. 10. Eittracclón de la A TPasa Mitocondrlnl de Levaduras Reprimidas 

y Dcrreprimldas aHexano e Incorporacld"n a Llposomas. 3 mg de mltoco!' 

drlas reprimidas y derreprimidas con actividad de o. 26 y O. 42)lmoles m[fl 

m1n-l respectivamente, fueron sometidas al proceso de extracción como 

se especlffca en métodos, los llposomas resultantes fueron incubados a 

22 "C por los tiempos lndlcados en los que se tomaron alí'cuot:as de 30.JJ). 

y deternúnada su actividad espectrofotométrlcamente. 
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de células derreprimidas que cuando se usaron reprimidas. Por 

otra parte, la activación en el transcurso del tiempo fue máxi 

ma a las 8 horas en las derreprilnidas decayendo posteriormente 

a niveles más bajos que los iniciales, mientras que las repri

midas presentan este efecto apenus pcrceptiUle. 

No es posible afirmar si en la extracci6n con solventes 

orgánicos exinte preferencialmente una extracción de .A.TP.=isa ce~ 

teniendo inhibidor r;obre lab A:'Pasa libres de é~te, sin ·~r:i!J.ir,~o, 

los resultados de la figura 10 ~uestran que a pesar Ce i.;uc ltt 

actividad específica de ambas preparaciones de mitocondrias dl

fiere en algún grado; en la extracción a liposo;..us la diferen--

cia es bastante notable, s1:~iriendo que la ex~~~cc~6n es cs7~cf 

fica para las ATPasas en complejo con la prote.í.n·a inhibi<lorJ., 

aunando esto a los experimentos anteriores, éstn ?odría scp r;l 

caso. 

También debe tomarse en cucntü. que en las células reprirr.i

das el contenido de ATPasas en las mitocond1,ias es menor (micro~ 

copía electrónica y curva de titulación de pnrtículas de sefadcx 

con inhibidor ex6geno en la figura 12)10 cual explicaría una 

menor extracci6n pero no una menor activ.3ción, lo cual pudiera 

probablemente ser debida a un menor contenido de proteír.a inhi

bidora en las mitocondrias de células reprimidas. 

El hecho de que el complejo r1-inhibidor sea ~ás soluble 

en solventes orgánicos está de acuerdo con la observaci6n rle que 

el complejo es más estable al frío (32l;'ambos criterios, la 

extracci6n a solventes orgánicos y la estabilidad al frío del 



-56-

complejo podría explicarse aduciendo que el complejo Enzima-Inh_! 

bidor tiene. mayor hidrofobicidad que la F1 sin éste. 

Inactivación de la ATPasa por Frío. 

Cuando la proteína inhibidora fue aislada por Pullman y 

Monroy (32) además de encontrar que inhibía la nctividad de 

A1'Paca se observó que le confería cierta protección a la inacti

vaci6n por frío. Posteriormente Bruni y col. demostraron este 

mismo efecto en la r 1 particulada (9B) usando diferentes partíc~ 

las cL1n contenido v,1riable de inhibidor> como 1.1s de MgATP, scfa

dex -amo<'.io y I.:DTA, encontrándose que la inactivació:-i por frío 

era ;nuyor micmtr.l.s menos inhibidor tenían las J\TPasas de las Pª!'.. 

tículu.s anteriormente scñc!lü<las. 

/\poyados en estos experimento~ que indicab ... 1n que la ATPasa 

era protegida de la. inactivación por el frío, dcpenctiendo del 

contenido de inhibidor que éstao tuvieran, se diseñaron los exp~ 

rincntos de la tabla 6 utilizando PSM HgATP de levaduras creci-

das en repreGiÓn y dcrrepresión. Los datos de la tabla 6, conf~ 

man en las PSM de levaduras dcrreprimidas lo oboervado en la f! 
gura B, mostrando una activaci6n del 100\ por el calor. Y además 

estables al frío, ya que después del tratamiento a 4°C el calen

tamiento a ~OºC rn~nifiesta la máxima actividad. Por otro lado, 

si analizamos el comportamiento de las ATPasas de PSMs de levad~ 

ras reprimidas, su sensibilidad al calor .es congruente con los 

resultados de la figura B ya que no son activables por calor 

(0.92-0.96) y son parcialmente sensibles al frío, ya que después 

del tratamiento a 40ºC no se recupera la máxima actividad 

(0.92-0.57) mostrando que hay heterogeneidad en las enzimas ya 
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Tabla 6. lnactivaclón de la ATPasa por Frío 

4 mg de PSM en 2 mi del medio siguiente: tris-acetato 35 mM, 

ATP 2 mM y EDTA l mM se le midió la actividad inicial y pos-

terlormente fueron divididas en dos lotes uno de los cuales se 

Incubó a 40 "C ¡Xlr una hora y el otro a 4 ºC ¡>Jr 12 horas, al fi

nal de cada tiempo se tomó una al{ cuota y se midió la actividad 

de ATPasa(columnas 2 y 3 respectivamente), posteriormente se 

relncubaron en la forma siguiente: las incub.1das priméro a 40ºC 

por una hora se reincubaron a 4 ºC por 12 horas y las que fueron 

Incubadas a 4 ºC ahora se reincutnron a 40 ºC por una hora, al 

final de este tiempo se les midió la actividad de A TPasa(columnas 

4 y 5 respectivamente) por el procedimiento espectrofotométrico. 

pmoles de PI mg·lmin·l. 

Condiciones 
de 

Crecimiento 

Actividad l hora 12 horas l hora a 40 ºC 12 hor.:s 
a a luego 12 hrs. a 4 ºC lue-

Inlcial 40 ºC 4 ºC a 4 ºC gol hr. 40"C 

Derreprimidas 1. 2 2.12 1.01 

Reprimidas O. 92 o. 96 o. 45 

1.10 

0.19 

2. 21 

0.57 
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que no non como se esperaría totalmente inactivadas por las bajas 

temperaturas. 

Fijaci6n de Anticuerpos Marcados con 1251 a PSM MgATP de Lcvadu 

ras Reprimidas y Derreprimidas. 

Los anticuerpos han sido ampliamente utilizados en bioener

gética con diferentes enfoques: topología en la membrana o en la 

enzima soluble de subuni<l,1dcG de l·l ATPas.1 (99) o de la citocrorno 

oxidasa, localizaci6n c\cl sitio de síntesis de las subunida<lcs de 

la ATPc15a o de la citocrorno oxi<lr1su {ú7, G9), desplazamiento del 

inhibido!' en la A1'Paso ( 101), c:;tequion;etría de las suburddadcs 

de la ATPaoa (102) y otros (103); écto se debe a la particular•i-

dad que tienen lo!J anticuerpos de reaccionnr en forma específica 

con el antígeno que produjo !JU síntesis. ílas.vios en estoG anteca-

dc.ntes decidimos cvllluar el contenido de proteína inhibidora y de 

r 1 en las partículas de cúlulas reprimidas y derrcprimidas. Los 

rcsul ta<los obtenidos se muestran en la f ir,ura 11, en lu que se 

observa que existe inhibidor en las partículas de las levaduras 

r·eprimidas que no pudo ser detectado con loG criterios más burdos, 

en los que solamente la activaci6n con sefadex mostró que existía. 

Sin embargo, si se compara el contenido de éste en las lev~ 

duras reprimidas tomando en cuenta la fijación de anticuerpos mar 

ilrlos a saturación, el contenido es aproximadamente un 60\ del de 

las partículas derreprimidas, este soi detectable solo por sefa-

dex y .fijación de anticuerpos marcados sugeriría que la proteína 

inhibidora en las partículas de levaduras reprimidas no se mani-

fiesta funcionalmente, ya que existe pero no parece estar ejer--

ciendo un efecto inhibitorio total, sino parcial, solamente deme~ 
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F!g. 11. Fijación de Anticuerpos Anti-F 1 y Anti-lnh!bidor Marcados 

con 125¡ a Partículas de MgA TP de Levaduras Reprimidas y Dcrre

primidas. La reacción de fijación se llevó a cal::x:J con l mg de PSM 

reprimidas o dcrreprim!das y la cantidad de anticuerpos señ3.lada 

en la flg. La fijación inespccff!ca fue restada con un control con 

gamma globulinns marcadas o prcincubando por 12 horas con gamma 

globulinas, ambos resultados fueron semejantes. 
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trable con un tratamiento drástico como es el paso por la columna 

de sefadex. 

Por otro lado el contenido de r 1 en las reprimidas es apro

ximadamente un soi del de las derreprimidas, sin embargo las acti 

vidades específicas no muestran diferencias del 50% cuando la ac

tividad se midió en condiciones normales; pero cuando la activi-

dad fue medida al máximo (experimento de temperatura) los resul t~ 

dos son congruentes con una disrr.inución de entre el 40\ al 70\ en 

condiciones de activación. La variabilidad en el contenido de r1 

puede deberse a diferentes grados de represión, o a que la F1 me

lli<la en las partículas es un promedio de las activan y de las ac

tiVdblGti en ambos casos. 

De cualquier manera los datos parecen indicar que en las 

condiciones del experimento y tomando en cuehta la posible dife-

rente afinidad de los anticuerpos empleados, la represi6n catab6-

lica produce repreni6n <le ambas proteínas, la r1 y la proteína i~ 

hibidora, lo cual podría indicar que se sintetizan y reprimen 

coordinadamente como es acorde con una proteína que pertenece al 

complejo y actúa como un regulador de su actividad, 

Titulación de Partículas de Sefadex con lnhibidor Exógeno. 

Cu.indo las partículas de sefadex de ambas condiciones Cre-

primidas y derreprimidas) fueron tituladas con inhibidor exógeno 

para medir su efecto inhibitorio, se observaron los resultados 

que se muestran en la figura 12 en la que vemos que mientras en 

la:; derreprimidas se logra inhibir como máximo un SO\ con 7 )lg de 

inhibidor añadido, en las reprimidas con concentraciones tan bajas 
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" ' Reprimidas 

Dcrrcptirnldas 

o 

-0 .... 1-0-+.3-0-t.-5--<0.~7--l-t-.O-t ~ '5:'i)'17.'Q 

µg de lnhlbidor añadido 

Flg. 12. Titulación con Proteína Inhibldora Ex6gena de la 

Actividad de ATPasa en Partículas de Sefadex de Levadu-

ras Reprimidas y Derrepr!rnidas. 

La acción de la proteína lnh.ibidora fue determinada incu-

bando las cantidades señaladas de proteína con 50 )lg 6 

lOOpg de partrculas subrnitocondrlales de scfadcx de le-

vaduras reprimidas y dcrrcprirnldas resp~ctlvarncntc, -

en 10,lll de tris-MES 10 rnM y ATP-Mg 250µM a pH 6. 6 

por 10 minutos a 30 ºC, al cabo de l~s cuales se tornaron 

allcuotas para estimar la hidrólisis de A TP por el método 

--1-e.J-1...-J--
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como O. 5 JJ"' se alcanza el 100\ de inhibici6n. Estos resultados 

indican que en las partículas de sefadex, consideradas como des

provistas de inhibidor, procedentes de mitocondriaa de levaduras 

reprimidas, tienen un contenido bajo de sitios receptores de pr~ 

teína inhibidora si se comparan con las partículas de levaduras 

dcrreprimidas. Esto está de acuerdo con la observación de un me

nor contenido de actividad cspecíf ica de ATPasa y de complejos 

de fernández-Morán en la tinción negativa de partículas de leva

duras reprimidas, y con el menor contenido de ATPasa detectada 

por los anticuerpos anti-F1 marcados en las mismas partículas. 
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES 

Consideramos que en la discusión general es necesario eva

luar los diferentes criterios utilizadon para deducir el conteni:, 

do de proteína inhibidora en las preparaciones empleadas, lo que 

nos permitirá llegar a conclusiones que estén de acuerdo con la 

mayoría de los resultados obtenidoa. 

Estimulación de la actividad de ATPasd por el ootableciniento de 

un potencial electroquímico; como mencionan1os anti?riormente, la 

estimulación de la actividad de ATPosu de PSM Mr,ATP que han r.ido 

preincubadas con un substrato oxidable para general' potcnciai 

electroquímico, ha sido interpretado como el re;iul tacto d~ una mo 

vilización de la proteína inhibidora de su sitio inhibitoPio, 

por lo que cunlquicr inc.rern~nto de la clctividad d1!
1 

1\JPii.sJ. por!t·~o. 

sign;ficar que ha habido movilización de la proteína inhibidora, 

mientras que la observación de un resultado negativo podría de-

berse a varios factorc~: 1) Las partículas submitocondriales por 

desacoplamiento o por pé~dida de parte de los componentes de la 

•cadena respiratoria son incapaces de generar un potencial elec-

troquímico necesario para que este criterio sea útil como medida 

de contenido de inhibidor. 2) La proteína inhibidora oerrr.anecc 

en el sitio inhibitorio de la AT?asn aún después de aplicado el 

potencial. 3) Las ATPasas contienen a la proteína inhibido~a en 

un sitio no inhibitorio corno lo observado por nosotros. en las 

partículas de estado 3, por lo que aunque exista potendial, éotc 

sea capaz de remover al inhibidor solamente del sitiq · inhibito-

rio y estG sea la causa de que no se observe estimulación de la 
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actividad. 4) Las ATPasas no contienen proteína inhibidora o 

existe una proporci6n de las ATPasas que contiene el inhibidor 

en el sitio no inhibitorio y otras carecen de él. 

Los resultados obtenidos si~uiendo el criterio de cstim~ 

laci6n de la actividad de ATPasa por el establecimiento del p~ 

t~ncial electroquímico, mostraron que las PSH HgATP de Levadu

ras crecidas en represión no se estimul~ron, mientras que las 

crecidas en derrcpr•esión se estimula1~on un 46\. Este hecho in

turprr!tüdo en base a lo anteriormente expuesto, podría sugerir 

que oola:nente un porcentaje de las PSH MgATP de células derre

primid~s tienen inhibidor en su sitio inhibitorio activable 

por potencial electroquímico y otro porcentaje lo tiene en el 

5itio no inhibitorio, ya que observamos una actividad inicial 

al t~ debido probablemente a la oxidación de substratos endóge

nos o a la metodología empleada. Sin embargo, las PSH MgATP de 

Levaduras reprimidas no presentaron estimulación, a pesar de 

que las mitocondrias de ~mbos tipos de células fueron capaces 

de ~enerar un potencial medido por el método de la safranina. 

Sin embargo, las posibilidades mencionadas en los incisos 2, 

3, 4 y 5 referentes a otras causaB por las cuales pudo no ha-

ber habido estimulaci6n de la actividad en las PSM MgATP de L~ 

vadur.'ls reprimidas, tendrán que ser evaluadas con los crite--

rios posteriores los que nos permitirán discernir cuál de és-

tas es la verdadera. 
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Estimulación de la actividad de ATPasa por calor. Los resultados 

obtenidos con eGte trata miento muestran una diferencia clara en

tre las levaduras reprimidas y derreprimidas lo cual nos permi~e 

deducir que las reprimidas parecen no contener inhibidor por lo 

menos en el sitio inhibitorio. Cabe hacer notar al respecto qud 

Y. Landry y A. Goffeau en PSM de 1 evadums crecida" en represión 

por glucosa (36) de Schizossaccharomyces pornbe encontraron re~ul 

tados semejantes a los observados por nosOtros, en las que PSM 

de levaduras crecidas en re?resión (glucosa 2i) tenían una menor 

estimulación por calot" que aquellas crecidaG en derreprcsión, 

pero que si las partículas eran solubilizadas con tritón L1 diie 

rencia en cuanto al porcentaje de estimulación desaparecía. Los 

autores explican estos resultados diciendo que la actividad :.nhi_ 

bidora del inhibidor es expresada en forma diferente en las r.:cr.;

branas de levaduras reprimidas que en aquellas derreprimida.s, 

aunque posiblemente la estimulación por calor que ellos observa

ron se deba a que usaron glucosa al 2% y las levaduras fueron 

crecidas por 20 horas, tiempo que pudo ser suficiente para que 

las levaduras agotaran la glucosa del medio y por consiguiente 

pudieran haber pasado a una etapa intermedia entre represión y 

derrepresi6n, en la que existe síntesis de enzimao reprimidas 

durante la fase de represión, que algunos autores llaman etapa 

fermentativa de la derrepresi6n (2). 

Estimulaci6n de la actividad por el paso de las PSM MgATP a tra

vés de una columna de sefadex. Los resultados muestran nuevamen

te una clara diferencia en cuanto al grado de eatimulaci6n entre 
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derreprimidas y reprimidas, aunque en este caso se observa que 

también las reprimidas se estimulan en menor grado. Si tratamos 

de inteiipretar estos recultados de acuerdo con los antecedentes 

observados en partículas de coraz6n (datos no publicados) que 

el tratamiento de las partículas con la columna de sefadex re-

mueve ul inhibidor de la ATPasa, estamos obligados u admitir que 

existe inhibidor en las reprimidas, en menor cantidad a juzgar 

por el !:-ajo porcentaje de P.stimulación. Sin embargo, es necesa

rio discutir las razones por las cuales ésto no fue observado 

con los cPitcrios anterior>cs, lo cual sugiere que no todos los 

critcrioc utilizados aquí, ocasionan el mismo grado de remoción 

del inhibidor, por lo que también es probable que en el caso de 

ld. columna de scfadex no solo se remueva el inhibidor del sitio 

inhibitorio, sino que éste sea completamente desprendido de la 

AT~3sa. Si el inhibidor aún fuera del sitio inhibitorio es ca-

paz de disminuir la reacci6n de hidr6lisis del ATP, al quitarlo 

comr.1letamente habrá una mayor estimulación de la actividad, es

to ~demás explicaría por qué es tan grande la estimulación en 

las derreprimidas y por qué se estimularon con este tratamiento 

las reprimidas, las cuales al parecer contienen inhibidor fuera 

del sitio inhibitorio, ejerciendo aún control parcial sobre la 

ATPasa que con los otros tratamientos menos drásticos no fue P2 

sible detectar. 

Estimulación de la actividad por el tratamiento con tripsina. 

Los resultados obtenidos con este tratamiento parecer ser los 

menos demostrativos para defender la hip6tesis de un menor con

tenido de inhibidor en las reprimidas. Sin emqargo, si se tiene 
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en cuenta que la tripsina hidroliza tanto el inhibidor como la 

ATPasa y por consiguiente la actividad presente en cada tiempo 

medido es un promedio de aquellas ATPasas que han sido activa

das por remoción del inhibidor menos aquellas ATPasas que han 

sido inactivadas por hidrólisis de la misma, r::l ligero incre-

mcnto que se observa en las dcrreprimidas adquiere entonces 

cierta importancia, pues indica que hay predominancia de! aque-

llas ATPasas que se están activando poP remoción del inhit.iic1or 

sobre aquellas que se están inactivando por hidróli3is; micn--

tras que en las reprimidas en los primeros 20 minutos hay un 

equilibrio entre las que se activan y las que se inactivan, ya 

que la actividad permanece estable y es después de este tiemµo 

en el que hay predominio de las que se están inactivando. 

Nuevamente la hidr6lisis con tripsina ncs r.-.uc.;i:ra la e: .. ~~ 

tencia de inhibidor en las reprimidas, que posible~enta esté er. 

un sitio no· inhibitorio pero aún ejerciendo cierto efecto sobre 

la ATPasa, como conferirle protecci6n de la inactivación por 

tripsina, ya que resultados obtenidos en nuestro labora~orio 

con partículas de corazón de res pasadas por una co¡umna de s~ 

fadex y tratadas con tripsina, se observó una inactivaci6n del 

50\ en los primeros minutos. 

Extracción a solventes orgánicos. Confirmando lo reportado por 

. A. G6mez-Puyou y A. Darzon (91) si la cantidad de ATPasa que se 

extrae a solventes orgánicos refleja una medida de contenido de 

inhibidor en el sitio inhibitorio, los resul•ados obtenidos con 

este. tra.tamiento en mitocondrias de levaOuras reprirr,idas y 
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derreprimidas nos in~ican nuevamente que existe un mayor conteni 

do de inhibidor en las derreprimidas que en las reprimidas. Con 

respecto a la activación que se observa durante la incubación a 

22ºC aún es difícil interpretarla solamente en términos de remo

ción del inhibidor por proteasas, ya que tendrían que ser muy e! 

pcc!ficaG para lograr esta activación, que como se observó con 

anterioridad el trata.miento con tripsina produjo una activación 

í..~nor. 

Inactivaci6n de la ATPrtsa por frío. El cri te ria de inactivación 

por frío es indudablemente ambiguo ya que eKisten diferentes fa~ 

tcrj!G (fo, OSCP, inhibidor, mctunol, uctilguunidina, etc.) que 

probablei:1cnte por un mecanismo común confieren estabilidad de la 

ATP,1sa al frío. 

Ha sido der.iotraclo (105) que el frío ocasiona en la r 1 soluble di_ 

3ociación de la subunidad o4. y como consecuencia· produce pérdi 

da de la actividad, esta disociación es reversible si el tiempo 

que se mantiene en frío a la enzima no es mayor de 30 minutos. 

Los resultados obtenidos por el tratamiento con frío.de 

F3M de levaduras reprimidas y derreprimidas mostrados en la ta-

bla 6 no tienen una interpretación sencilla ya que es necesario 

aceptar que, independientemente de la posición del inhibidor 

(inhibitorio o no inhibitorio) éste parece conferir cierta esta

bilidad de la ATPasa al frío que impide que se disocie la enzima. 

Por otra parte es claro que solo aquellas ATPasas que carecen 

de inhibido~ parecen ser desnaturalizadas por el frío y las que 
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tienen el inhibidor en el sitio inhibitorio parecen ser activa

das por el calor. 

Si analizamos los resultados de la tabla 6 basados en lo 

discutido anteriormente, el hecho de que exista una actividad 

inicial en ambos tipos de partículas, derreprimidas o reprimi-

das, podría indicar que esta actividad puede deberse a enzimas 

sin inhibidor o a enzimas con inhibidcr en un sitio en tl cual 

aún ejerce acción regulc1toria pero ésta no es 1r.áxima 1 cerno lo 

observado por nosotros en vartículas de estado 3 de mitocondrias 

de corazón de res. 

Las pllvt1.cul.1s de levadura derreprimic:!un prt'!Scnt(1n tin·! 

actividad inicial que es incrementada un 100\ por el calor, 

mientras que en las reprimidas no m~iste este inc:te;:,e;ito, c.:in-

firmancJo lo observado en la fif?,Lit'cl 8 , estos rcsultddos S".Jt:ic

ren que solo las ATPasas con inhibidor en el sitio inhibitoPio 

son activables por calor. Si las activadas por calor de las l~

vaduras derreprimidas se cometen inmediatamente al frío, sola-

mente un 50% de la actividad se pierde. En este caso no es posi 

ble saber si la disminuci6n ·de la actividad se del.le a que se re

inhibieron en el frío o se desnaturalizaron, ya que no se hizo 

la reactivaci6n por calor que hubiera descart.1do la d~s~aturall_ 

zaci6n. Sin embargo el mismo tratamien1:C en lt1s re?ri:nida::; pro

dujo una disminuci6n Ge la actividdd de BO\ que de acuerdo con 

los resultados de los otros criterios podría indicar que GC tr~ 

ta de desnaturalización por frío de ATPasu sin inhibidor. 

La actividad inicial de las derreprimidas no es afectada 

por el frío ya que si se· someten. inmediatamente después al ca--
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lor se obtiene una actividad semejante a la obtenida por calor 

directamente, indicando que la disminución da la actividad por 

el tratamiento por frío después de haber sido calentadas, se 

debe a reinhibición y no a desnaturalización, lo cual no suce

de con las reprimidas en las que el 50\ de elÍas son desnatur~ 

li~r.das pot' el frío y no se recupera la actividad inicial por 

el calot' posterior. 

Ln conclu::;ión, es posible con los experimentos de la ta

bla y los otros cri tcrios, auecrir que el inhibidor en el s_i 

tia no inhibitorio puede conferir resistencia al frío y que e!_ 

te tratamiento puede producir reinhibición. Patt otro lado, las 

t:nzimas sin inhibídor son des-nilturalizadas por frío. 

fij,ición de ~1nticucrpos 1.1arcados con 125 1 anti-f; y anti-Inhi 

bidor en partículas de MgATP de levaduras crecidas en repre--

sión y derrepresión. 

Partiendo d~ la base de que los anticuerpos contra inhi

bidor reaccionarán con ·éste independientemente del sitio que 

ocupe en la enzima, los resultados obtenidos con estos experi

mentos demuestran la existencia de inh-i.bidor en las reprimidas, 

•!l cual r.olo había sido inferido por los métodos indirectos de 

activací6n por sefadex e inactívaci6n por frío. Sin embargo, 

es notable la diferencia de anticuerpo anti-F1 y anti-lnhibi

dor que se fijó en las reprimidas con respecto a las derrepri

midas siendo un 40i menor en el caso del anti-inhibidor y un 

SO\ en el caso de anti-F1. Este hecho muestra que en las par

tículas de levaduras reprimidas existe inhibidor que no se co~ 
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porta produciendo la inhibición esperada, sino que las ATPasas de 

levaduras reprimidas parecen tener el inhibidor fuera del si tic 

inhibitorio y posiblemente sean por esto más accesibles a los a~ 

ticuerpos, como ha sido demostrado(101) en las partículas de esta 

do 3 de mitocondrias de cor~zón de res que tienen el inhibidor ~n 

un sitio no inhibitorio y fijan más anticuerpos que aqucllus pnr .. 

tículas de MgATP que tienen el inhibidor en el sitio inhibitorio. 

Por> otro lado estos datos nos permiten sugerir basado~ e:.n 

que el contenido de inhibidor y de F1 en las levaduras rc~rirnidas 

son porcentualmente semejantes, que es posible que ambas protcí-

nas sean sintetizadas en forma coordinada y por lo tanto sujetan 

a un mismo opcrón. 

Conclusiones. 

Los resul·tadoG discutidos anteriormente nos permiten hacer 

las siguientes conclusiones: 

1) La glucosa reprime la síntesis de F 1 y de inhibidor en forma 

semejante lo que .Podría indicar que se sintetizan en forma 

coordinada y sugerirían que forman parte del mismo operón i~ 

ferido de la fijación de anticuerpos marcados anti-r1 y anti

Inhibidor. 

2) La asociación del inhibidor con la r1 durante la repi~esión as 

diferente de aquella existente durante la derrepresión, infe

rido esto, de los resultados obtenidos medi;mte el t1•atamicn

to con calor, columna de sefadex y tratamiento con frío. Esta 

interacción F1-Inhibidor, no se modifica por el calor ni por 

el gradiente electroquímico, le confiere estabiliddd a la 



-72-

ATPasa al frto y a la digestión por tripsina y es accesible 

a los anticuerpos. 

3) En las derreprimidas el inhibidor está en su mayor parte en 

el estado inhibido ya que son activables por calor y-- gr'a'di<:!' 

te electroquímico, estos factores llevan al estado interme-

diario que tiene mayor a~tividad de ATPasa pero no la máxi-

ma, en este estado probablemente estén una parte de las 

ATPasas de las reprimidas ya que no GOn activables por ca--

lor, por Á,... 11• y no se activan después de la extrae---

ción a solventes orgánicos. Del estado intermed~ario que es 

accesible ·a los anticuerpos es posible pasar al estado li--

bre de inhibidor por tratamiento con sefadex:, en este esta-

<.lo probablemente estén el resto de las ATPasas de las célu

las reprimidas ya que son inactivadas por el frto. 

Nue:-:;tPos dato:.; podrían resumirse en el siguiente esquema: 

calor 
r r t>uH+ r -IscfodeY» F ---~Ef2 _____ _, desnaturalización 

estldJ'F;?óestaáo est1cto 
inhibido intermediario libre 

Aunque con loa resultados obtenidos es posible hacer otras co~ 

clusioncs sobre todo acerca de los mismos criterios utiliza--

dos, creemos que es necesario realizar más experimentos ten--

dientcn a clarificar los mecanismos por los cuales se producen 

los efectos observados. De hecho experimentos que reforzarán 

las conclusiones arriba anotadas se están planeando para real! 

zarse en un futuro próximo. 
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