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ABREVIATURAS

EDTA.~ Acido etilen diamino tetraacético
ATP.~. Trifosfato de adenosina

ADP.~ Difosfato de adenosina

Tris.- Hidroximetil amino metano

DEAL.~- Dietil amino etil

DTEL.- Diticeritreitol

DTT.~ Ditiotreitol

PEP.~ Fosfoenol piruvato

PK.- Piruvato kinasa

DL.~- Deshidrogenasa ldctica

nm.- nanometro

TCA.- Acido tricloro acético

MES.- Acido 2-(N-Morfolino)etano sulfédnico

TES.- Acido N-Tris(hidroximetil)metil-2-amine etane sulfdnico

BSA.- Seroalbimina de bovino

SDS.- Dodecil sulfato de sodio

TEMED.~- N'N'N' Tetrametilen diamina

FCCP.~ paraTrifluorometoxicarbonil-cianuro-fenilhidrazona
DS.- Deshidrogenasa succinica

Factores de acoplamiento:

F,.- Factor de acoplamiento 1 & ATPasa

OSCP.- Proteina que confiere sensibilidad a oligomicina
FS" Factor de acoplamiento

Fg.- segmento hidrofébico de la ATPsintetasa

SMP.- particulas submitocondriales

SMP-A.- SMP preparadas a pH 9.7

SMP-STA.- particulas A extrafdas cen deldo silicotlngstico
A .~ micra

Q.- ohm

DNA.- dcido desoxirribonucléico

aa.- aminodcido (s)

rpm.~ revoluciones por minuto

NAD.- nicotin adenin dinucledtido

NADH.- nicotin adenin dinucledtido reducido

Sat.- solucidn saturada




1. GENLRALIDADES

Estructura mitocondrial.

En las células eucaridticas, el lugdar donde son oxi-
dados a CO, y H90 los carbohidratos, lipidos y aminodci--
dos, conservdndose parte de la energia liberada en forme
de ATP, es la mitocondria.

Las mitocondrias son organeloas cubecelulares cuya -
forma y nimero varia de un tipo celular a otro, por ¢ en-
plo, en las células de¢ levadura son esféricas, en lauc cé-
lulas hepdticas elipsoidales y en las renales presentan -
una forma cilindrica. Miden alrrededor de una a dos mi---
cras de didmetro. Son mds abundantes en los tipos celula-
res que requieren altas concentraciones de ATF, que es el
producto principal de su actividad bioquimica, como las -
células musculares que realizan principalmente trabajo me

cdnico, las células epiteliales que realizan trabajo osm

{ Os

tico, transportando activamente solutos de un lado a4 otiro
de la membrana en contra de un gradiente de concentracidn
& en las células hepdticas que realizan numerosos proce--
sos biosintéticos. Tal es su abundancia, que en las célu-
las del misculo cardiaco constituyen el 33% del volumen -
total de las mismas y en células hepdticas el 22%. (1,2).

Las mitocondrias poseen dos membranas (Fig. 1): la -

membrana externa es lisa; mientras que la interna se en--
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cuentra plegada on "crestas" o invapinaciones, lo gque le --
confiere una supertficie mucho mayor. Ademds, estd recublierta
en su cara interna por particulas esféricas de aproximadamen
te 85 nm de didmetro espaciadas regularmente, que fueron des
eritas por Fernindez-Mordn con la técnica de tenido por con-
traste negativo (3),

La membrana interna delimita el compartimiento interno
del organelo, o matriz mitocondrial, fase pelatinosa que con
tiene un 50% !¢ proteinas solubles, DNA mitocondrial v ribo-
somar. In la matriz mitocondrial estdn leocallizadas las enwi-
mas Jde la oxidacidn de los Jdeoidos grasos y la mayor parte de
las enzimas del ciclo de los docides tricarboxilicos (1,2), -
La membrana interna contiene las enzimas que Intervienen en
el transporte de electrones y la fosforilacidn oxidativa, a-
51 como ciertos sistemas de Uransporte. n ella se localizan
la succinato deshidrogenasa, los citocromos b, <, Cyy @ y aj
asociados al trasnporte de electrones y la 08-ATFasa asocia-
da a los mecanismes de la sintesis del ATF. La membrana mito

condrial interna contiene un 75% de preotefinas y un 26% de 11

pidos, de los cuales el mds caracteristico es la cardiolipin.

(3). Eus el sistema membranal que tiene la relacidn proteina/
1ipido mds alta. Tiene un abtundante contenido de zroteinas -
estructurales y una permeablilidad a solutos altamente selec-
tiva.

La membrana mitocondrial externa contiene enzimas que




realizan diferentes funcliones entre lau que se  encuentran:
la Acil-Co A sintetasa, la moncamino oxidasa, la NADH cilto-
cromo b5 reductasa, la glicero fosfato aclltransterasa, la

guinurenina 3 monoxigenasa, la fosfolipasa A? y una ferrosul
foproteina entre otras. Ko rica en colesterol v fosfatidili-
nositol (u).

La permeabilidad de ambas membranas es también diferen-
te: en tanto que la membrana mitocondrial cexterna es 1libre-
mente permeable a moléculas de peso molecular de muchos mi-=
les, la interna ¢s impermeable a moléculas incluso relativa-
mente pequefas, de peso molecular entre los 100 y 150 dalto-
nes, asi como a iones tales como H+, KF, la ' y €17, (4) para
el transporte de los cuales reguiere de varias permeasas, --
que son transportadores de netabolitos especiilicos a través

de la membrana.

Funciones mitocondriales.

Las mitocondrias participan en diversos e importantes -
procesos bloquimicos:

a) Sintesis de protefnas y de dcidos nucléicos, que se
lleva a cabo on la matriz mitocondrial.

b) Transporte activo de metabolitos a través de la mem-
brana interna, que es un proceso dependiente de la fosforila

cidén oxidativa.
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c) P-oxidacién de los acidos grasos, gue se desarrolla
en el interior de la matriz mitocondrial.

) Cielo de los dcidos tricarboxilicos, que se lleva a
cabo en su mayor parte en la matriz mitocondrial, producien-
do los equivalentes reducidos que intervienen en el proceso
de la toslorilacidn oxidativa.

) Transporte de electrones, que tiene lugar en la maem-
brana interna mitocondrial., La energia que se genera durante
el mismo, puede acoplarse al transporte de metabolitos o - -
bién a la fosforilacidn oxidativa.

) Fosforilacidn axidativa, se verifica en la membrana
mitocondrial interna y resulta en la produccidn del ATP.

Los Gltimos tres eventns -1, e, y {, pueden medirse ex-
perimentalmente por el proceso metabdlico conocido como res
piracidn.

La mitocondria puede participar en otros procesos meta
bélicos que son caracteristicos del tejido al que pertene--
cen, tal es el caso de las mitocondrias del tejlide hepdtico,
que llevan a cabo la lipogénesis, la pluconecosénesis y el ci
clo de la urea, el cual también se observa en las mitocon---

drias del tejldo renal.

a) Sintesis de proteinas.
De las mitocondriasn aisladas, se han podido extraer to-

dos leos componentes requeridos para la sintesis proté&ica, =--
] f




incluyendo ribosomas y KNA ribosomal, enzimas activadores Jde
aminodcidos v RNA de transferencia, todos los cuales son dis

tintos de los que intervienen en la sintesis protéica extra-
mitocondrial de las células eucaridticas, pero similares a -

los de las células procariontes. Lste hecho apoya la hipdte-

sis de que las mitocondrias surgiecron a partir de endosimbion

tes, parecidos a bacterias durante la evolucidn de las célu- *
las eucaridticas (5).

La mayorfa de las enzimas mitocondriales son codificadas
por cromosomas nucleares y sintetizadas en ribosomas citoplas
micos. Sin embargo, se ha comprobade que tres componentes dJde
la citeccromo oxidasa, las cuatro proteinas hidrofdbicas Jdel
complejo ATPasa, uno o dos del complejo citocramo b, y una -
proteina necesaria para el ensamble del citocromo C, son co-
dificados por el DNA mitocondrial (6).

Por otro lado, en 1863, Luck demostrd que en N. c¢rassa
durante el crecimiento exponencial, la formacidn de nuevas -
mitocondrias se lleva a cabo por divisidn de las ya existen-

tes (3).

b) Transporte de metalo litos en membrana interna.

En ciertas condiciones, Las mitocondrias pueden emplear
una fraccién signilicativa del total Jde la energia respirato
ria disponible para fines distintos de la fosforilacidén del

ADP., Una de éstas actividades es el transporte de ciertos




metabolitos y de iones a travis de la membrana mitocondrial
contra gradientes de concentracidn.

Existen en la membrana mitocondrial sistemas de trans--
porte especificos para el ADP y ATP, el fosfato inorgdnico,
el piruvato, citrato, succinato, o-oxoglutarato y malato, --
asi como para los aminocdcidos aspartato ¥y glutamatc. Reclien-
temente se ha sugerido una translocasa para el ién amonic =--
(7). Dichos sistemas reciben el nombre de transportadores, -
transolcasas o porteadores. Son sistemas activos, debido 4 -
que solo en presencia de energia de la fosforilacidn oxidati
va transportan metabolitos en contra de los gradientes de --
concentracidn.

iAo a_tH . . .

Acumulacidn de Ca .- Las mitocondrias de los teiidos a

nimales pueden acumular también algunos cationes, particular

++ . P
mente Ca en contra de gradiente en un proceso energética--
mente acoplado con el transporte electrdnico (8). Por cada -
par de electrones que pasa desde el NADH hasta el oxigeno, -
. L+t .

se acumulan 6 1ones Ca procedentes del medio, dos por cada
centro de conservacién de la energia.

++ o b
y Sr se acumulan de un modo seme

. ++ .
Los 1ones Mn , Fe
. . . - ; ++ - .
jante en las mitocondrias; pero no asi el Mg . Ll mecanismo
N+ . iy .
de entrada de Ca y el de su liberacidn parecen ser diferen

tes (8).

cﬂ‘P—oxidacién de los Acidos grasos.




Los dcidos grasos libres proceden o bién de la corrien-
te sanpuinea, en la que son transportados unidos a la seroal
bimina o de la hidrdlisis de los lipidos intracelulares. Son
activados por esterificacidn con Co A para formar &ésteres a-
cilicos de la Co A en la membrana mitocondrial externa y se
convierten despuds en Gsteres O-acil grasos de carnitina que
pueden atravesar la membrana interna mitocondrial hasta la -
matriz, en donde vuelven a formarse los ésteres de acil-gra-
so de Co A. Todas las etapas subsiguientes en la oxidacidn -
de dcidos grasos se realizan en forma de sus ésteres de Co A

Las eliminaciones oxidativas sucesivas de unidades de -
acetil Co A de los acil-Co A grasos saturados de cadena lar-
ga, reciben <l nombre de ﬂ—oxidacién, rindiendo en cada ci--
clo del sistema un acetil Co A y un éster del Co A de un dci
do graso con 2 dtomos de carbono menos.

Los hidrdgenos producidos on dos etapas de deshidrogena
cidén, fluyen hacia el oxigeno a través de la cadena respira-
toria y se acompafia de la fosforilacidn oxidativa del ADP. A
su vez, el acetil Co A formado durante la oxidacidn del dci-
do graso, se oxida hasta C02 v HQD al incorporarse en la sig

tesis de eitrato al ciclo del dacido tricarboxilico.

Respiracidn.

En el proceso de la respiracidn, las células acrdbicas




obtienen energia a partir de la oxidacidn de moldculas com-

bustibles por ¢l oxigceno molecular. Dicho proceso se verifi
ca en tres fases: la primera comprende ia formacidn por des
carboxilacidén oxidativa del piruvato procedente de la glued
lisis, de la ﬁ—cxidacién de los dcidos grasos y de la oxida
cién de los aminodcidos. La segunda fase se conoce como ci-
clo de los decidos tricarboxilicos, que en las células aerd-
bicas constituye la ruta comin final de la oxidacidn de to-
das las moléculas combustibles. En dste ciclo, los grupos -
acetilo de la acetil-CoA son enzimdticamente degradados pa-
ra formar dos moléculas de CO, y 4 pares de dtomos de hidrg
geno cuyos electrones se incorporan a la tercera fase, la -
cadena respiratoria, constituida por una serie de acarreado
res de electrones que los transportan hasta el oxfgeno mole
cular con un descenso considerable de energia libre, de 1la
cual, se conserva gran parte gracias a la fosforilacidn del
ADP para dar ATP en el procesoe llamado fosforilacién oxida-
tiva.

Las dos dltimas fases de la respiracidén: el ciclo de -
los Acidos tricarboxilicos y el transporte electrdnico aco-
plado a la fosforilacidn oxidativa, se llevan a cabo en lia
matriz y en la membrana interna de las mitocoundrias respec-

tivamente.

d) Ciclo de los dcidos tricarboxilicos. (Iig. 2)
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El ciclo de los dcidos tricarboxilicos fué postulado
por primera vez en 1937 por Krebs y Johnuon (1), con el -
nombre de ciclo del dcido citrico. besde entonces ha sido
ampliamante estudiado y descrito con mayor detalle,

La funcidén primaria del ciclo de los dcidos tricar--
boxf{licos, consiste en la deshidrogenacidn del deido acé-
tico para formar on Gltimo término, ? moléculas de 002 Y
4 pares de dtomos de hidrégeno, proceso que es catalizado
por una serie ciclica de reacciones consecutivas, como se
muestra en la Fig. 2.

En cada vuelta del ciclo se incorpora una molécula -
de deido acético equivalente a 2 dtomos de Carbono, en --
forma de acctil-CoA, que por condensacidn con el dcido --
oxalacético, rtorma el dcido citrico. Posteriormente éste
pasa a cis-aconitico por pérdida de una molécula de agua,
que se adiciona al micmo en la sigulente reaccidn del ci-
clo produciendo el dcido isccitrico, el cual es oxidado a
dcido «-cetoglutdrico y €0, por la isocitrato deshidroge-
nasa NAD-dependiente, enzima alostérica activable por ADP
ésta es la reaccidn iimitante del ciclo.

En.csta reaccidén el par de dtomos de hidrdégeno que -
se produce por la oxidacidn del isocitrico, reduce al NAD
£l dcido &£-cetoglutdrico, cs oxidado a succinil CoA y --
COZ’ nuevamente el par de dtomos de hidrégenc producideo -

por la oxidacién, reduce a una molécula de NAD. La desaci

-




lacidn de la succinil CoA, conduce a la formacidn de succi
nato libre y GTP, que transfiere su grupo fosfato terminal
al ADP en una fosforilacidn a nivel de sustrato,

E1l Acido succinico, es oxidado a fumdrico por la suc-
cinato deshidrogenasa, que contiene 'AD como grupo prosté-
tico, el cual se reduce al aceptar el par de dtomos de hi-
drégeno producidos en éuta reaceidn. La fumarasa cataliza
la hidratacién del &cido fumirico a L-midlico, que es oxi--
dado por la L-malato deshidrogenasa NAD-dependiente y se -
regenera una molécula de dcido oxalacético, cerrdndose asi
el ciclo. Ista reaccidn es la productora del dltimo par de

atomos de hidrdgeno del ciclo.

e) Cadena de transporte de electrones (9) (Fig. 3).

Los pares de electrones procedentes de los intermedia
rios del ciclo de los dcidos tricarboxilicos y de otros --
sustratos, son transportados a lo largo de la cadena respi
ratoria hasta el oxigeno molecular, aceptor Ultimo de elec
trones en la respiracidn. Dicho proceso es llamado trans--
porte electrdnico y es la fuente energética principal de -
las actividades celulares, debido a que libera una gran --
cantidad de energia libre, la mayor parte de la cual se --
conserva en forma de la energia del enlace fosfato del ATP
producto del proceso denominado fosforilacidn oxidativa.

E1l NADH procedente del cicle de los dcidos tricarboxi
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licos, cede sus dos electrones y un protén al grupo transfe
ridor I'MN, repgresando 4 su forma oxidada HAD+, mientras que
el FMN capta un protdn adicional del medio interno quedando
asi reducido « FMNH,. La molécula de FMN estd unida a una -
proteina integral de la membrana interna mitocondrial, a la
que probablemente atraviesa por completo.

No se conoce bién el mecanismo por medio del cual el -
FMNH,, transfiere los 2 dtomos de hidrdgeno desde la super--
ficie interna de la membrana hasta la externa, en donde los
dtomos son ionizados y los protones liberados al medioc ex--
tramitocondrial, en tanto que los 2 clectrones son transfe-
ridos a las ferrosulfoproteinas, que actidar como transferi-
dores de electrones de la fase externa a la interna de la -
membrana.

Las ferrosulfoproteinas ceden el par de electrones a -
la ubiquinona o coenzima G, molécula cfclica que contiene 2
dtomos de oxigeno y presenta tres estados de oxidacidn posi
bles. En el estado de mdxima oxidacidén, o forma quinona, -
ambos oxigenos estdn unidos al anillo por dobles enlaces. -
La forma semiquinona o QH® se origina por la unidn de un &-
tomo de hidrdgeno a uno de los oxigenos. En la forma mids re
ducida o de hidroquinona (QHQ), ambos oxigenos «.stdn unidos
a atomos de hidrégeno.

En el ciclo de la cof propuesto por Mitchell (10), dos

moléculas de ubiquinona captan respectivamente un electrdn




procedente de las ferrosulfoproteinas vy toman protones del

medio para formar dos moldculas de somiquinona (QH*), que a
su vez reciben dos electrones del citocromo by toman dos -
protones mis del medio intramitocondrial formando asi dos -
moléculas de hidroguinona (QH?). Debido a que la ubliquinona
es soluble en la matris lipfdica de la membrana, e¢s posible
que sea mévil v omigre a uno v otro lado de la membrana. tn
@l ciclo de la cof) propuscsto, las dos moléculas de hidroqui

nona atraviesan la membrana desde la supertficlie interior, -
desde donde toman un total de W dtomes de hidedpeno, hasta
el exterior, donde ecada molécula de QH, cede un clectrdn a
la siguiente molécula de la cadena respiratoriy, el citocro
mo ¢q y libera un HY fuera Jdoe la mitocondria. De este modo,
sorian transportados un total de h protones a través de la
membrana.

Las moldéculas de ubliquinona gque se encuentran en esta-
do de semiquinonas, completan el ciclo regresando a su esta
do de mdxima oxidacidn: cada una cede su protdn restante al
medio externo y transfiere ol electrdn asociade al citocro-
mo b, con lo gque han sido transportados y expulsades, un to
tal de 6 protones.

Los dos electrones transferidos al citocromo Cy prosi-
guen por toda la cadena respiratoria hasta el final. Sucesl
vamente son transferidos del citocromo Cqn inclufdo ¢n la -

superficie exterior de la membrana, hasta el citocromo ¢ co
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locado también sobre la superficic externas; a continuacidn

los electrones pasan a los componentes de la citocromo oxi-
dasa: al citocromo a, para atravesar por Ultima vez la mem-
brana hasta =l citocromo ay el cual e finalmente oxidado -
por el oxigcrnc molecular. L1 dtomo de oxigeno acepta los 2
electrones v - :pta dos protones del medio intramitocondrial

para formar W

f) Tosforil:cidn owxidativa.

El privuro en pestular que la fosforilacidn se acopla
con la respiracidn en tejidos animales fué Lngelhavdt (1),
en la Unién 3oviética, al comienzo de los afios 303 pero la
evidencia clara no s tuveo hasta despuds de la formulacidn
del ciclo de los dcidos tricarboxilicos en 1837. Ln 1948,
Kennedy y Lehninger (1), aportaron las pruebas experimenta
les que permitieron sugerir que la energia de oxidorreduc-
cidn desde el NADH hasta el omxigeno, se transforma en la -
energia del enlace fosfato en 3 puntos de la cadena de - -
transporte de electrones.

Se han podido identificar los lugares aproximados de
la cadena respiratoria en los que se libera energia a par-
tir de los cdlculos de la variacidn de energia libre que -
se produce durante la transferencia de un par de equivalen
tes electrénicos en cada una de las etapas sucesivas de --

transferencia electrdnica de la cadena respiratoria.
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Por métodos experimentales directos, ensayando porcio-
nes especificas de la cadena respivatoria para determinar -
su capacidad de formacidn de ATP, se ha demostrado que es--
tas zonas son realmente los centros de acoplamiento de ener
gia en la cadena respiratoria.

Se degignan como:

Sitio I: el tramo comprendido entre ol NADH vy la coen-
zima Q

.

Sitio LI: el tramo entre el citocromo b y el clitocromo
e

Sitio LLI: entre ¢l citocromo ¢ y cl oxigeno.

La oxidacidn mitocondrial de los sustratos NAD-depen--

dientes como: citrato, plutamato, &-cetoglutarato y malato,

-

conduce a la formacién de 3 moldéculas de ATP por Atome de -
oxfgeno reducido. lLos metabolitos que son deshidrogenados -
por las flavoprotelnas, come el succinato, ovitan 1l sitio
1 aportando sus electrones directamente a la ubigquinona y -
rinden por lo tanto sdlo 2 moléculas de ATP por atomo de --
oxigeno reducide.

Control respiratorio.

[l transporte electrdnico se efectia a una velocidad -
méxima en las mitocondrias intactas, solamente en presencia
de ADP v fosfato. Cuando falta ADP, la velocidad de la res-
piracién es muy baja y no se produce fosforilacidén debido a

la inexistencia del aceptor de tosfato. Liste estado de repo
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so de la respiracidn se conoce como estado 4, Al ahadip --
determinada cantidad de ADP al sistema, el consumo de oxi-
geno se incrementa bruscamente hasta un valor mdximo, al -
mismo tiempo que el ADP ahadido es fosforilado a ATP. [ste
estado, se conoce como respiracién activa o estade 3. Cuan
do se ha fosforilado el ADP afadido, la velocidad de consu
mo del oxigeno desciende bruscamente volviendo ol estado W
Este fenémeno en el que la velocidad de transporte es con-
trolada por la concentracidn de ADP se llama control por -
el aceptor o control respiratorio.

Como resultado de las transiciones entre los cestados
respiratorics % (sin ADP) vy 3 (exceso de ADP), las mitocon
drias expervimentan cambios ultraestructurales, efecto que
fué descrito por primera vez por Hackenbrock (1). Ln ausen
cia de ADP, la matriz llena cempletamente el interior mito
condrial, se le ha denominado conformacidn ortodoxa. Al a-
fadir ADP y pasar al estado 3 de la respiracién, la matriz
se condensa hasta un 0% del volumen en el estado ortodoxo
y las crestas se pliegan mds estrechamente, dando lugar a
la conformacidén condensada.

Tales cambios conformacionales parecen tener importan
cia en cuanto al acercamiento de las crestas v por lo tan-
to de las enzimas membranales entre si, asi como en las --
conecentraciones relativas intramitocondriales de los meta-

bolitos (11).
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Agentes inhibidores y desacoplantes,

La funecidn acoplada de la oxidacidn y la fosforilacidn
es alterada por agentoes desacoplantes, que al misgmo tiempo
que estimulan el consumo de oxigeno en mitocondrias intac--
tas en ausencia de ADP, inhiben la fosforilacidn en presen-
cia de ADP vy provocan un gran aumento en la actividad hidro
litica sobre el ATP. Dntre los desacoplantes se encuentran
el 2, 4, dinitro fenol y el FCCP. Ll mecanismo de accidn de
los desacoplantes es debido a que promueven el paso de B a
través de la membrana interna de la mitocondria.

Una segunda clase de apentes, los inhibidores de la -
fosforilacidn oxidativa, impiden tanto la estimulacidn del
consumo de oxigeno por ADP, come la fosforilacidn de éste
a ATP. Un inhibidor prototipo ez el antibidtico oligomicina
(12). La accidén de este inhibidor sobre el consumo de oxige
no inducido por ADP es anulada por los desacoplantes.

Una tercera clasc de agentes modificadeores del proceso
de fosforilacidn oxidativa, son los iondforos, que requie--
ren la presencia de ciertos cationes monovalentes para e¢jepr
cer su actividad, formando complejos liposolubles con ellos
que atraviesan la membrana y acumulan los cationes, lo que
impide que la energia de la respiracidén pueda ser utilizada
en la sintesis del ATP. Un ejemplo es el antibidtico valino

micina (9).




Reacciones parciales de la fosforilacidn oxidativa.

Cuatro de las reacciones catalizadas en la mitocondria
intacta, se consideran etapas individuales del mecanismo me
diante el cual se forma el ATP durante la fosforilacidén oxi
dativa. Tales reacciones parciales parecen llevarse 4 cabo
sin un flujo neto de electrones a lo largo de 1la cadenaAveg
piratoria. La primera es la actividad ATPdsica, que es nor-
malmente muy baja en las mitocondrias, c¢s estimulada por -
desacoplantes y caracteristicamente inhibida por la oligo -
micina. La segunda reaccidn es el rdpido intercambio de fos
fato inorgdnico marcado con 3?p con el fosfato terminal del
ATP en ausencia de transporte electrdnico. Lste intercambio
ATP-Pi es inhibido por el 2,4, dinitrofenol o la oligomici-
na. La tercera reaccidén parcial es el intercambio fosfato-a
gua en la que se intercambian dtomos de oxigeno del agua -
del medio con los del fosfato inorgdnico, sin desaparicidn-
neta de fosfato. Ls también inhibida por el 2,4, dinitrofe-
nol y la oligomicina. la cuarta reaccién parcial es la rdpi
da transferencia del grupo fosfato terminal del ATP al ADP,
llamada reaccidn de intercambio ATP-ADP que resulta también

inhibida por el 2,4, dinitrotenol y la oligomicina.

Mecanismo de la fosforilacidn oxidativa.
a) Hipdtesis del Acoplamiento Quimico

Propuesta originalmente por Slater en 1953(1), como un




mecanismo para interpreter la fosforilacidn oxidativa. Se
gin el cual la reaccidn de transferencia clectrdnica pro-
ductora de energia, se acopla a la formacidn Jde ATP a par
tir de ADP y Pi, consumidora de ecnerpfa, a través de un -
compuesto intermediario de elevada encrgia producido du--
rante el transporte electrdnico y utilizado como reactivo
en la fosforilacidn del ADP a ATP. Dicha hipdtesis tiene
dos serias limitaciones. Una de ellas o que ninguno de -
los propuestes intermediarios de alta energia ha sido ailg
lado despuéds de 28 anos de bdsqueda. Lo sepunda es que la
hipdtesis del acoplamiente ulmico no explica satisfacto-
riamente ¢l hecho de que la membrana miltocondrial interna
deba permanccer intacta y continua comno una vericula ce--
rrada para que tenga lugiar la fosforilacidn omidativa. Es
por éstas y otras razones jue no ha provalecido.
b) Hipdtesis del acoplamiento por camblo de conformacidn,
Postulada por Boyer y colaberadores (1). Sostiene --
que la energia producida en 21l transporte de electrones,
se conserwva en forma de cambios conformacicnales provoca-
dos en una proteina transportadora de electrones o en la
molécula del factor acoplante (ATPasa Fl). Dicho estadoe -
conformacional de elevada encrgia seria el resultado de -
modificaciones en el ndmero v la localizacidn de los enla
ces débiles que mantienen la conformacidn tridimensional

de la proteina, que al volver al estado de baja energia -




provecria la energia necesaria parva la formacidn de ATP a

partir de ADP y fosfato. Los cambios fislcoquimicos rdpi-
dos que experimenta la membrana mitocondrial interna con-
forme los electrones circulan a través de la cadena respi
ratoria, sugieren la posibilidad de un acoplamiento con--
formacional, asi como los camblos espectaculares produci-
dos en la mitocondria al pasar del estado 3 al 4 de la --
respiracidn y viceversa.

c) Hipdtesis del acoplamiento quimiosmdtico.

Propuesta en 1961 por Mitchell (1), sostiene que <l
acoplamiento del flujo de la enerpgia del transporte elec
trdnico para la formacidén de ATI, se debe a un estado in
termedio de energia elevada y no a un compuesto quimico.
Dicho estado intermedio de alta enerpia es producto del
gradiente electroquimico de protones a través de la mem-
brana mitocondrial interna, generado durante el transpor
te de elecctrones. Ya que la membrana constituye una par-
te integral del mecanismo de acoplamiento, debe estar in
tacta en forma de una vesicula continua y cerrada para -
que se verifique la fosforilacidn oxidativa.

Mitchell postula que ¢l papel de los transportado--
res de electrones en la cadena respiratoria, es el de --
bombear protones transportindolos desde la matriz mito--
condrial a través de la membrana interna, hacia la fase

externa generando un gradiente de protones.
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Se considera que el gradiente de protones es produci-
do durante el transporte electrdnico, gracias a una ordena
cidn vectorial especifica de las proteinas transportadoras
de eleectrones en la membrana mitocondrial interna, de modo
que las reacciones en las que se absorven protones se pro-
duzcan sobre su cara interna y las reacciones que producen
protones tengan lugar sobre su cara externa. La energia 1i
bre almacenada en el gradiente de HY estd en funcidn de la
concentracién relativa de HY a través de la membrana y se
ha llamado fuerza protdén-motriz. Se calcula que 2 o mds --
protones son bombeados fuera de la mitocondria por cada --
par de electrones que pasan a través de cada centro conser
vador de energia. £l gradiente de protones rico en energia
es utilizado entonces para provocar la formacidén de ATP a
partir de ADP y Pi en una reaccidn vectorial en la que in-
terviene el complejo AlPasa Jde la membrana interna. (Ver -
figura 4).

La mayoria de los resultados obtenidos hasta ahora, -
son compatibles con la teoria quimiosmdtica. 5e necesita -
una membrana mitocondrial continua para la fosforilacidn -
oxidativa, se ha comprobado que aquella es impermeable a -
los protones y que los componentes del transporte electrd-
nico se distribuyen asimétricamente a ambos lados de la --
membrana, por lo que la cadena de transporte electrdnico -

puede bombear protones hacia el exterior. Ademds de ha vis
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to que la, formacidén de ATE va acompanada de la entrada de -
protones. Por otra parte y en concordancia con los postula-
dos de Mitchell, se ha demostrado gque los agentes desaco---
plantes como el 2?,4,dinitrofenol, permiten a los protones
atravesar la membrana mitocondrial disipando el gradiente -
de protones penerado por el transporte electrdnico.
Mitchell ha indicado que no todo el gradiente electro-
quimico necesario ha de manifestarse en forma de un gran --
ApH a través de la membrana, sino una parte de él1 es aporta
do por una diferencia de potencial eléetrico Q&V), de acuer
do con la férmula general:
At + AY - 2 ApH
en donde: APH = potencial electroquimico o fuerza pro-
tomotria
AV = diferencia en el potencial eléctrico a
través de la membrana

2 = 2.3%RT = 60 mV a 25 °C

T
Apll = diferencia de concentracidn de proto--

nes a través de la membrana
F = constante de Paraday

R = constante universal de los gases

-
1"

temperatura absoluta
2.3 = factor de conversidn de log natural a

lop de base 10.




INTRODUCCION

Estructura de la AlPasa.

El complejo de la ATPsintetasa (13), situado en la mem
brana interna mitocondrial, lleva a cabo la sintesis de ATP
acoplada al transporte de electrones; en dicho proceso la -
fuerza protomotriz generada en la cadena respiratoria es --
convertida reversiblemente en energfa quimica contenida en
la molécula del Adenosin tritosfato. Lstructuralmente, el -
complejo de la ATPsintetasa estd formade por 3 segmentos:

1) El segmente hidrofilico o Factor Iy, que cataliza -
la sintesis o hidrdlisis del ATP. Identificado por Racker y
sus colaboradores (14) come las particulas antes observadas

por Ferndandez-Mordn en la cara interior de la membrana mito

condrial interna.

2) El1 segmento hidrofdbico o Factor YO’ localizado en
el interior de la bicapa lipidica de la membrana y cuya fun
cidn principal es la de permitir el paso de protones a tra-
vés de la membrana.

3) El segmento de unidn entre los dos anteriores, cons
tituido por dos proteinas diferentes: la OSCP o proteina --
que confiere sensibilidad a oligomicina y el factor de aco-
plamiento 6 o© Fe. (Ver figura 5).

1) Segmento catalitico T, .

Es una enzima esférica de gran tamano, su peso molecu-

L




FIGURA # 5, ESQUEMA DE LA ATPSINTETASA
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lar estimado por filtracidn en gel es de 360 000 daltones vy
347 000 por ultracentrifugacidn. Lutd constituida por 5 sub
unidades diferentes denominadas o<, p, ¥ 6 vy £, con pasos -
moleculares de 5% 000, 50 000, 33 000, 17 000 y 7 500 dalto
nes regspectivamente.

Las subunidades d-y‘p contienen ¢l centro activo, su -
estequiometria probablemente as 3:3. El oligémero formado -
de 6 a 4 subunidades 1lleva a cabo la reaccidn de sintesis -
de ATP a partir de los substratos ADP, Tosfato v una fuer:za
protomotriz de un valor cercano a log 200 mVolts. Aparente-
mente la subunidad P posee el sitio catalitico v la« actia
como regulador de la actividad enzimdtica, debido a que po-
sec un sitio de fijacidén para los adenin-nucledtidos.

Las subunidadesy, §, vy €, parecen cstar involucradas
en la apertura Jdel canal para permitir ol paso del proton.
Su estequiometria parece ser l:ii:l,

Asociado 1 la I') se encuentra ademnds el inhibidor na-
tural de la ATPasa, un péptideo pequefo de peso molecular -
10 000 daltones en las mitocondrias de corazdn de res, en
donde fué aislade y descrito por primera vez por Pullman y
Monroy (15). Regula la sintesis e hidrédlisis del ATP y to-
das las reacciones dependientes de ATP. Se ha dicho que es
capaz de registrar variaciones finas del gradiente de pro-
tones (16) y dependiendo del estado metabdlico, decidir si

el gradiente debe ser utilizado para la sintesis de ATP, -




en cuyo caso activard la AlPsintetasa, o bién, para favore-=-
cer los procesos de transporte de iones por inhibicidn de la
actividad de la ATPasa, ya que ambas funciones compiten por
la utilizacidn del pradiente de protones.

2) Segmento hidrofdbico Fae

Formado en mitacondrias aparentemente por 4 péptidos in
tegrales (4) de pesos moleculares: 29 000, 22 000, 12 000 y
7 800 daltones. Siendo su componente principal un proteolipi
do de aproximadamente 8 000 Jdaltones de peso molecular que -
se encuentra como hexdmero. La funcionalidad de éste proteo-
lipido como protondforo se ha lemostrado en liposomas (17).
Il canal de protones wstard formado por proteinas hidrofébi-
cas que se extienden a lo largo de la bicapa lipidica, mante
niendo en su arreglo oligomérico los residuos hidrofdébicos -
hacia la parte apolar de la bicapa y las cargas en el inte--
rior del canal. Lsta ecstructura molecular, permitiri el paso
del protdén ya sea por asoclaciones sucesivas de éste con los
residuos cargados del canal © simplemente por difusidn en un
"poro de agua'.

3) Segmento bstructural.

Formado por dos proteinas, la 0SCP (18) o proteina que
confiere sensibilidad a la oligomicina al factor F'yy de peso
molecular de 21 000 daltones y el factor de acoplamiento FG

(19, 20), de peso molecular de 8 000 daltones. Ambos funcio-

nan como adaptadores estructurales entre el segmento hidro--
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fFilico (F]) y el hidrofébico (FD); s¢ ha demostrado que la
presencia de ambas proteinas ¢s neceusaria para "sellar" el
complejo OS8S-ATPasa impidiendo que se disipe el gradiente ¢
lectroquimico producido en la cadena de clectrones por el

paso de protones a través de sitios lnespecificos de la --
membrana, que aparentemente no llegan al sitio activo de -

Debido ¢ que tanto en bacterias como en cloroplastos

ne se ha detectado la presencia de 05CP ni de FB, se pien-
53 que en estos sistemas la. protefnas estdn intepradas al
factor FO v el ensamble de 1. Fl 4 la nmembrana depende dni

camante e al.

En westos sistemas, la s filja menos fuortemente a

la membrana gue en el caco do la mitocondria, ya que eg --
mis faclil disceiarla; el hecho de que exiuvtan YG y 0OSCP en
la wmitocondria probablemente indlca que estas dos protel--
nas funcionan como sistemas de sepuridad, "sellando"™ el pa

[53
b

;0 de protones a través de la membrana mitcocondrial (21),
Sistemas Submitocondriales.

L1 estudio de la membrana interna mitocondrial, donde
se lleva a cabo el principal metabolismo energético de las
células, se ha realizando disocidndola en sus partes e in-
tentando reconstituirla. Desde 1956, los experimentos inde

pendientes realizados casi simultdneamente en los laborato




rios de Lehninger, Lardy, Green y Kielley, demostraron que

por medio de detergentes como la digitonina o por métodos
fisicos como la sonicacidn, se rompian las mitocondrias en
particulas submitocondriales capaces de catalizar la fosfo

rilacid

—

v oxidativa (1),

Las particulas estdn constituidas por vesiculas mem--
branosas, resultantes de los [ragmentos de membrana inter-
na que se han "sellado" formando una csfera y que gon capa
ces de catalizar la fosforilacidn oxidativa sdlo en caso -
de que la membrana se halle completamente cerrada. Tales -
vesiculas contienen las esferas de la membrana interna so-
bre su superficie exterior, 1o cual sugiere que las vesicu
las se forman por expresidn Jde las crestas quedando con la
polaridad invertida en comparacidén con la membrana mitocon
drial intacta (Fig. 6).

Racker y cus colaboradores han demostrade (14%) que --
cuando las particulas submitocondriales fostforilantes, de
mitocondrias de corazdén de res, se someten a agitacidn me-
cdnica o a un tratamiento cen tripsina y urea, se obtienen
2 fracciones: 1) vesiculas membranosas que catalizan el --
transporte de electrones pero no la fosforilacidn del ADP
y 2) una fraccidn protéica denominada factor de acoplamien
to 1 & F,, soluble, que cataliza la hidrdlisis del ATP pe-
ro no el transporte de electrones. La microscopia electrd-

nica permitidé observar que las vesiculas membranosas asi -




Pigura # 6. OBTENCION DE PARTICULAS SUBMITOCONDRIALES
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obtenida®, no contienen csferas o Fl en su superficie. Cuan
do ambas fracciones se mezclan, se reestablece la actividad
de la fosforilacidn oxidativa y se observa Fl nuevamente en
la superficie de las vesiculas.

LLas proteinas solubles que se necesitan para restaurar
la actividad acoplante de la membrana mitocondrial, se lla-
man factores acoplantes. LKl factor acoplante de Facker se -
llamé F; y debido a que cataliza la hidrdlisis del ATP se -
conoce como AlTPasa.

La F1 so0luble presenta diferencias en su comportamien-
to con respecto a cuando estd fija a la membrana; es inesta
ble a 0°C y su actividad es hidrolitica del ATF en lugar de
ser sintética. Cataliza la hidrdlisis de ATP a ADRP + Pi en
presencia de Mg*t, y no es inhibida por oligomicina.

Segln el tratamiento a que se sometan las particulas -
submitocondriales, pueden despojarse diferencialmente de al
gunos de los tactores de acoplamiento que constituyen el --
complejo ATPsintetasa. Dichas particulas reciben diferentes
nombres, que se refieren al tratamiento recibido durante su
preparacidn:

SMP MgATP. Partfculas de Mg''

-ATP.~ Descritas por Lee
y Ernster (22), son particulas sonicadas en presencia de --
Mg*t y ATP a pH 7.4, que contienen todos los factores de a-

coplamiento.

Particulas Sephadex.- Son particulas MgATP sometidas a
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pH 9.2 vy pasadas por una columna de Sephadex G 90, que pre-
?

sentan una actividad hidrolitica estimulada, se piensa que

esto se debe a la remocidn del inhibidor natural de la - =

Particulas A. Partfculas alealinas.- Son particulas --
submitocondriales obtenidas sonicando en presencia de pH al
calino 9.4, son parcialmente carentes de los factores de a-
coplamiento Fyy 0s5CP,

Particulas STA. Particulas de silicotdngstico.- Son --
particulas A posteriormente cxpuestas a la accidn de Acido
silicotdngstico. Estas particulas resultan despojadas casi
totalmente de los factores de acoplamiento Fys 08CP y Fg.

La técnica de reconstitucidn consiste en intentar re--
construir las reacciones parciales de la fosforilacidn oxi-
dativa, & partir de partfculas submitocondriales y los fac-

tores de acoplamiento de que son carentes.




II. OBJETIVOS

£l estudio de los diferéntes factores de acoplamiento
que integran el complejo 0S-ATPasa mitocondrial, nos permi
tird entender el papel que cada uno de c¢llos juega en la -
compleja transformacidn de la energia del gradiente de pro
tones, generado durante el transporte de electrones, en la
energia del enlace fosfato terminal del ATP. L1 presente -
trabajo estd dirigido principalmente al estudio del factor
Fg+ Se trata de una proteina bdsica y lipofilica que pesa
8 000 daltones en covazén de res, de donde fué aislada por
primera vez por Uessenden-Raden (20) y por Knowles y col.
(19) y donde ha sido caracterizada. También se ha puritica
do de mitocondrias de higado de rata (23) pero no sc¢ habia
descrito su presencia en mitocondrias de levadura.

En nuestro laboratorio la hemos obtenido a partir de
mitocondrias de levadura mediante un método que copurifica
el inhibidor natural de la ATPasa mitocondrial.

La purificacidén de la proteina inhibidora en levadu--
ras se describié a partir de mitocondrias (24) y mds tarde
a partir de levaduras enteras (25). kn el ppesenke trabajo
la purificacidn se hizo a partir de levaduras enteras por
un rdpido procedimiento que permite la obtencidn de ambos
factores, la proteina inhibidora y el factor FB'

La caracterizacidn estructural y funcional del factor

FB de levadura, se realizd comparativamente con las carac-
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teristicas de la P purificada de corazdén de res. Para iden
tificar la Fg de levadura se utilizaron ! criterios compara
tivos con la Fo de mitocondrias de corazdén de res:

1) Peso molecular en geles de SDS,

2) Composicidn de aminodcidos,

3) Propiedades inmunoldégicas y

4) Funcionalidad.

Nuestros resultados sugieren que el factor U purifica
do a partir de levadura, es estructural y funcionalmente si

milar al descrito en mitocondrias de corazdn de res.




I11. MATERIALLS Y MLETODOS

Obtencidén vy purificacidn del material bioldgico.

a) Obtencidn de mitocondrias de corazdn de res,

Se 1llevd a cabo siguiendo el método de Smith (26) modificado. Se -
partid de 4 corazones de res frescos, mantenidos on bano de hielo, que -
se disecaron culdadosamente para descchar 1o poreién Jde tejidos adiposo
y fibrose y obtener solamente ol telido muscular, que cortado en pedazos
regulares, se introdujo on un moline de coarne, Codt Kilopramo de molido
se resuspenclid en + litros de sacarosd Dot omdy Preio=Cl 5 adty LIS mdd pH
7.4, Se reajustd ol pH e 78 con Pric=01 concentuando. Postoeriormente el

molido se homogencizd en lotes de 1 litre en ol fraccionador de eélulas

Ultraturrax 187-LN a4 velocidad min: Juvante b oo O minutos, con burbu--

A

a 7o con Treiy concentrade v

-

de alta velocidad durante 10 min., So o

¢l sobronadante por pasa doble
y se centrifugd 10 min a 12 009 p elimindndose 1 proelpitado, <‘:on:‘;’til:u._{_
do por células no rotas, ndeleos v o1dbulos rojos. Bl sobrenadante se Sle]
metid a centrifugacidn a 26 Q00 p durante 10 min. L1 paguete mitocon----
drial se resuspendid en el mismo medio desprovisto de LITA y se centrifu
g6 a la misma velocidad durante 10 min. Il pa gite mitocondrial final se
resuspendid  en un volumen pequeio de medio sin LUTA, a una concentra---
cién aproximada de 50 mg de proteina / ml de suspension y se congeld a -
~70 °C en un congelador REVCO durante cuando menos una sanana antes de -

ser utilizadas para las purificaciones posteriores.

b) Purificacidn del factor Py




Preparacién de particulas submitocondriales LEDTA.

la purificacidn de ) de mitocondrias de corazdn de res, se efectud
segin el método de Tuena y Gdmez-Puyou (27). Las mitocondrias se suspen-
dieron a una concentracidn de 20 myg/ml en sacarosa 0.5 M, LIYIA 2 mM pH -
8.0 v se reajustd el pll a 8.4 con Tris sdlido. 3e sonicaron en lotes de
50 ml en un sonicador SME mantenidas en bafio de hielo, 3 veces durante -
un minuto con intervalos de un minuto de descanso. Se centrifugaron du--
rante 10 min a 10 000 g y el sobrenadante se centrifugd 60 min a 100 000
g. £1 precipitado, que contienc las javticulas cubmitocondridles, se re-
suspendid a una concentracidn de 30 ng/iml en socarosa 250 mhi, LITA 2 m,

ATP 2 mM pH 7.5. las particulas Lif

\Y/
I

Cee almicenaron a =40 °C durante -
cuando menos 24 homs.

Solubilizacidn y Purificacidn Jdel factor ',

Las particulas se descongelaron y se resuspendieron a 10 mg/ml en -
medio de sacarosa 150 mM, EDTA 2 mM, ATP 2 md o 7.5 v se sonicaron du--
rante 30 min en bafo de hielo, en estas condiciones la temperatura as---
ciende a 40 o 45 °C. Bl senicado se centrifugd a 105 000 g. El sobrena--
dante, que contiene el factor I‘l y s de aproximadamente 10 ml, se apli-
od a una columna de hexilamina setarosa W, de 1.5 por 20 an, previamen-
te equilibrada con medio de ATP (sacarosa 150 md, LDA 2 mM, ATP 2 mM --
pH 7.4). La columna se lavd con 7% ml del mismo medio y la enzima se elu
yé con el mismo medio, adicionado de KC1 1 M. las fracciones activas se
precipitaron con sulfato de amonio y se mantuvieron a 4 °C durante la no
che. Al dia siguiente la suspensidn se centrifugd 15 min a 12 000 gy el

precipitado se resuspendié en medio volumen de medio de ATP y se repreci




pitd con sulfato de amonio a 50% de saturacidn. La suspensidn de la enzi

mi1 es estable de 3 a 4 meses a 4 °C,

¢) Purificacidn del factor OSCE (Ver diagrauna anexo).
Se siguid el método de Senior (28), a partir de mitocondrias de co-
rzén de res. Se resuspendicron 10 g de mitocondrias de corazdn de res -

2 gonicaron en lo-

-

en 500 ml de sacarosa 0.25 M, Tris-Cl 10 mM pli 7.6 v 5
tes de 50 ml en bano de hielo durante 2 min 2 veces con intervalos de un
rinuto de enfriamiento, en un sonicador SME. El i se reajustd a 7.5 con
HaOH dilufda vy se cencrifupd 10 min o 26 000 g. bl precipitade se resus-
pendid a 20 mg de proteina /7 ml en el mismo medio. A cada 500 ml de sus-
pensidn se agregaron 2 ml de UUT 500 mM en agua v e anadieron 180 g de

bromuro de sodio a 3.5 M de concentruacidn final. Je ajustd a pH 7.5 agi~
tando durante 30 min en baflo de hielo. La suspern,idn se centrifupd una -
hora @ 166 000 g y el precipitado obtenido se rrsuspendid en KCL 200 mM,
EDTA 1 mM. A esta solucidn se le afadid hidrdxide de amonio a una concen
tracién final de 0.4 H y se agitd en barno de hiclo 10 min. la suspensidn
se centrifugd & 78 000 g 20 min. Se desechd el precipitado. Bl sobrena--
dante se 1levd a 42% de saturacidn con sulfato de amonio sdlido, agitan-
do durante 60 min en bafo de hielo. Se centrifugd 20 min a 78 000 g y el
precipitado se resuspendid en 'i‘x?is;-S(i)u 20 mM pH 8.0 a b mg/ml vy se 1llevd
a 75% de saturacién con sulfato de amonio sdlido, volviendo a centrifu--
gar, el precipitado se resuspendid a una concentracidn de W mg/ml en - -
Tr‘is—SO” 20 mM pH 8.0 y se guardd en pequefios lotes a =40 °C en un conge

lador REVCO,




PURIFICACION DE OSCP. Diagrama.

Mitocondrias de corazdn de res
sonicar en Sacarosa 0.25 M. TrisCl
pH 7.5 durante 5 min

centrifugar 10' a 26 000 g

{ .3 . . .
sobrenadante precipitado. Particulas submito
condriales a 20 mg/ml. 30' en

DTE 2 mM, NaBr 3.5 M pH 7.5

centrifugar 66' a 166 000g

{ . .
scbrenadante precipitado. Resuspendido
a 20 mp/ml., 10' en KC1 200

mM, EDTA 1 mM, NHuOH 0.4N

centrifugar 20' a 78 000 g
sob#enadante precipitado
ajustar pH a 8.0, agregar
DTE 0.02 M

centrifupgar 15' a 78 000 g

sobrghadante precipitado
a 42% de saturacidn

o) < ]

con (NHM)QQOu 60

centrifugar 20' a 78 00C g

sobrenadante precipitado. Resuspender a 4% mg/ml

en 'I‘Pis-SOu 20 mM pH 8.0

precipitacién a 75% de
) saturacidén (NH,),S50, 60'
centrifygar 20' a 78 000 g

sobiénadanté precipltado. Resuspender
a 4 mg/ml en Tris—SO“
20 mM pH 8.0. Congelar

a =25 °C.
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d) Purificacidn de Inhibidor y Fe de mitocondrias de co
razdn de res (Ver diagrama anexo).

Se siguid el método de Kanner y colaboradores (29). A -
partir de 10 g de mitocondrias de corazdn de res resuspendi-

das a una concentracidn de 25 mp/ml en sacarosa 250 mM, Tris

261

acetato 10 mM pH 8.0, que se sonicaron en lotes de 40 ml 2 -
min 3 veces con intervalos de un minuto de descanso. Se cen-
trifugaron a 21 000 g 15 min. L]l precipitado obtenido se re-
suspendid en la mitad del volumen y s¢ resonicd del mismo mo
do que en el paso anterior. Lo: sobrenadantes de ambos pasos
de sonicacidn se centrifugaron a 160 000 g 40 min. E1 preci-
pitado se resuspendid a una concentracidn de 25 mg/ml en -~
Tr'is—SOu 10 mM pH 7.5, EDTA 0.5 mM, Mgsou 1 mi, DTT 0.5 mM,
sulfato de amonic saturado 10 % y dcido c¢dlico 1%, durante 7
min con agitacidn en baho de hielo. La suspensidn se centri-
fugdé a 140 000 g 30 min. El sobrenadante se precipitd con so
lucidén saturada de sulfato de amonio a una concentracidn [i-
nal de 38 %. Después de agitar durante dos horas se centrifu
gd 15 min a 20 000 g. E1l sobrenadante se llevd a u5% de satu
racidén con sulfato de amonio y se agitd durante 30 min. Se -
centrifugd nuevamente 15 min a 20 000 g vy el precipitado se

resuspendid en sacarosa 50 mM, TPiS—SOu 10 mM pH 7.5, DTT --
0.5 M, MgSOu 1 mM, a una concentracidn de 35 mg/ml. La sus--
pensidn anterior se calentd a 75 °C en bano Marfa durante U4

min con agitacidn; se centrifugd a 13 000 g 10 min y el so-
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PURIFICACION DE INHIBIDOR Y FG DE MITOCONDRIAS DE CORAZON DE

RES. Diagrama.

10 g mitocondrias de corazdn de res resuspendidas a 35
mg/ml en: sacarosa 250 mM, Tris-acetdto 10 mM pH 8.0

sonicar 6'
L centrifugar 15' a 21 000 g

sobrenadante precipitado resuspendl
do en ) volumen del -
mismo medio
sonicar 6'

centrifugar 1% a 21000g

sobrenadante precipitado

+ sob. paso anterior

centrifupgar 40' a 160 000 g

sobrenadante precipitado a 25 mg/ml
en Tvis--SOu 10 mM pH 7.5,
EDTA 0.5 mM, Mg SOy 1 mM,
DTT 0.5 mM, (NH),50, sat

10%, dc cdélico 1%, 7 min

centrifugar 30' a
150 000 g

sobrenadante precipitado
llevar a 38% saturacidn

con (Nuu)zsou, agitar 30

centrifugar 15' a 20 000 g

sobrenadante precipitado
llevar a 45% saturacidn

con (NH), S0, agitar 30!

centrifugar 15' a 20 000 g

sobgénadante precipitado a 35 mg/ml en
sacarosa 50 mM,TPiS—SOu 10mM
pH 7.5, DTT 0.5 M, MgSO, mM
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calentar a 75 °C u!

lccntrifugar 10' a4 13 000 g

sobrenadante precipitado
precipitar con etanol frio
75% final. Agitar 30

centrifugar 10' a 13 000 g

L

sobrenadante precipitado

(Factor Fg) (Protefina Inhibidora)

evaporar etanol en rotavapor resuspender en HQO—NaOH

a 16§ 2 )

1Yofilizar pH 8.0 a 15 o 20 mg/ml

resuspender en sacarosa 0.25HM, conservar en lotes pe-

EDTA 0.25 mM, Tris-SO, 10 mH quefios a =40 °C en con

pH 8.0 gelador RLVCO.

dializar contra 1 000 voldme--
nes del mismo medio 3 a 4 dias
liofilizar y resuspender en el
mismo medioc a 2 mg/ml
conservar en lotes pequeios a
-40 °C en congelador RLEVCO.
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brenadante se precipitd con etanol frio al 75% de concentra-
cidén final agitando vigorosamente durante 30 min. La suspen-
ui(n\se centrifugd 10 min a 13 000 g. Ll precipitado, que --
contiene la proteina inhibidora, se resuspendid a una concen
tracidn de 15 o 20 mp/ml en agua-sosa pH 8.0. El sobrenadan-
te contiene el factor Fp, que se purificd segidn el método de
Racker (30) evaporando ol solvente en un rotavapor Blchl y -
liotilizando. El residuc se resuspendid on sacarosa 0,25 M,

EDTA 0.25 M, Triu-80, 10 mM pit 8.0 vy se Jialied contra 1 000
vollimenes de Triﬁ—SO” 10 mM pii 8.0 durante 3 a 4 dias. Se --
Liofilizd a sequedad y se resucpendid o una concentracidn de
2 mg/ml oen sacarosa 0,25 M, DOTA 0,25 aMy, ?Dia—SOu 10 mM pH

8.0, conservandose on lotes pegqueiios a -40 20 en un congela-

dor REVCO.

e) Preparacidn de Particulas A (particulas submitocon--
driales alcalinas).
Se prepararon siguicende ol método de Fessenden y Racker
(31), a partir de 540 mp de mitocondrias pesadas resuspendi-
das a una concentracidn de 20 mg/ml en un medio que contenia
17 mM EDTA pH 7.4 y sacarosa 46 mM., L1 pH de la suspensidn -
se ajustd a 9.2 con selucidn fresca de hidrdxido de amonio -
1 My se sonicd en lotes de 30 ml, mantenidos en baio de hie
lo, durante un minuto 3 veces con intervalos de 1 min. Ll so

nicado se centrifugd 10 min a 26 000 y y se desechd el preci
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pitado; el sobrenadante se centrifugd a 104 000 g durante 60
min y se descartd el sobrenadante. L1 precipitado se resus--
pendidé mediante homogeneivacidn en 17 ml de sacarosa 200 mM,
EDTA 1 mM pH 7.5 y se centrifugd nuevamente a 104 000 g du--
rante 30 min. Bl precipitado se resuspendid ahora en sacaro-
sa 250 mM y se volvid a centrifugar a 104 000 . Bl precipi-
tado, que contiene las particulas A, se resuspendid en sacd
rosa 250 mM a una concentracidn de 25 mpg/ml. Las particulas

A asi obtenidas, se mantuvieron a -840 °€ en un congelador -

REVCO durante varias semanas.

f) Preparacidn de particulas STA (deido silicotdngsti--
co).

Las particulas STA se prepararon siguiende el método de
Racker (30) a partir de 155 mg de particulas A en 6.2 ml de
sacarosa 250 mM, que se fueron agregando gota a gota con agi
tacidén a 7.74 ml de una solucidn fria que contenia sacarosa
150 mM, acido silicotdngstico al 1% pH 5.5 y Tris-Tes 30 mM
pH 7.6 ajustado a 22 °C. La mezcla se mantuvo agitando en ba

fio de hielo durante 6 min y se diluyd con 10 voldmenes de sa

=
[
!

carosa 250 mM fria. Se centrifugd 20 min a 120 000 g v e

3

-

precipitado se resuspendid en medio volumen de sacarosa

587

50
mM, DTE b mM. Se centrifugd por dltima vez a 12 000 p 20 min
y el precipitado, que contiene las particulas STA, se resus-

pendid en el mismo medio a una concentracidn de 20 mg/ml y -
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se congeld en Nitrdgeno liquido en lotes de 0.5 ml, que se -
almacenaron a =40 °C en un congelador REVCO durante varias -

semanas.

: g) Obtencidén de anticuerpos.

En colaboracidn con el M.en C. Georges Dreyfus, que for
ma parte de nuestro grupo de trabajo, se obtuvieron antisue-
ros en conejo contra las proteinas inhibidora y el factor Fs
de mitocondrias de corazdén de res y de levadura.

Protocolo de inmunizaciones:

Se inyectdé un conejo en el dorso con una suspensidn de
1 mg de antigeno en 1 ml de adyuvante completo de Freunds, -
seguldo de 3 inyecciones intravenosas del antigeno que conte
nian 100 pg/ml de solucidén 0.9% de NaCl estéril con interva-
los de 15 dfas. Una semana después de la cuarta inyeccidn se
obtuvo sangre de los conejos mediante puncidn cardiaca.

Purificacién de gamma globulinas:

La sangre de los conejos se mantuvo a temperatura am---
biente durante 30 min para permnitir la coagulacidén. Se despe
gbé el codgulo con un separador de madera y el suero se obtu-
vo mediante centrifugacidn de la sangre coagulada duraste 10
min a 800 g en frio. Las gamma globulinas se obtuvierc me--
diante la precipitacién en frio, con sulfato de amonio satu-
rado y ajustado a pH 7.4 con Tris, a una concentracidn {inal

de 33% de 2 a 3 veces. Il precipitado, que contiene las gamm




globulinas, se separd por centrifugacidn durante 10 min a --
800 g. E1 precipitade se resuspendid en solucidn de NaCl al
0.9%. Los anticuerpos se guardaron en alicuotas de 1| ml con-

geladas a -40 °C en un congelador RLEVCO.

Técnicas Utilizadas.

a) Electroforesis en geles de acrilamida.

Todos los factores de acoplamientc purificados fueron -
sometidos a electroforesiz en geles de acrilamida en condi--
ciones desnaturalizantes para evaludar su estado de pureza y
estimar sus pesos moleculares.

Se utilizd la técnica descrita por Laemmli (32) en pla-
cas, a concentraciones de 5% de acrilamida y 0.13% de NN'bis
metilen-acrilamida, en 0.375 M de Tris-HCL pH 8.8 y 1% de --
SDS en el gel concentrador y 20% de acrilamida y 09.53% de --
NN'-bis-metilen-acrilamida en Tris-HCL 0.375 M pH 8.8 y SDS
al 1 % en el gel separador. La polimerizacidn se llevd a ca-
bo por la adicidén de 0.025% de TEMED y 0.088% de persulfato
de amonio fresco. El buffer de los reservorios contenfa Tris
0.025 M-glicina 0.192 ¥ pH 8.3 vy 1% de SDS. Las proteinas se
desnaturalizaron hirviéndclas 3 min en una mezcla de diges--
tién que contenfia Tris-iHCl 0.0625 M pH 6.8, SDS al 2%, glice
rol al 10%, 2-mercaptoetanol al 5% y azul de bromofencl al -
0.001 % como colorante, el volumen de las muestras fué de --

0.02 ml. Las placas sc corrieron durante 1% hrs aproximada--
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mente a 70 mV. Las proteinas se fijaron al gel con dcido tri
cloroacético (TCA) al 10% y metanol al 30% durante 30 min y

fueron tefidas con azul de Coomassie al 0.2%% en metanol al

oo

30%, dcido acético al 7.%% durante 4% hrs a temperatura am---
biente con agitacidn suave y desteiildas en la misma solucidn

sin colorante, durante 2 hrs.

L) Deteccidn de anticuerpos por doble ilnmunodifusidn.

Se utilizd la técnica de Jdoble inmunodifusidn de Quch--
terlony (33) en agar-agar al 1% en NaCl al 0.9%. Se usaron -
diferentes diluciones de los entigenos e¢n los pozos latera--
les contra una concentracidn de anticuerpos en el pozo cen--

tral o diferentes concentraciones de anticuerpos en los po--

ore

zo5 laterales contra una sola concentracidn del antigeno en
el pozo central.

Las placas que contenia los antigenos y los anticuerpos
se dejaron difundir 24 hrs, en cdmara himeda a » °C, al cabo
de las cuales se cbservaron las bandas de precipitacidn. Las
placas fueron lavadas en solucidn salina 0.9% con 3 cambios
diarios, secadas con papel filtro Whatman # 4 embebido en la
misma solucidn vy tenidas con azul de Coomassie al 0,25% en -
metanol al 30% y dcido acético al 7.5% a temperatura ambien-
te 10 min y destefiidas con la misma solucidn sin colorante,

durante 3 hrs a temperatura ambiente.
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¢) Andlisis de aminodcidos.

Se llevd a cabo e¢n colaboracidén con el Dr. Marcos Rodj-
kind del CINVIESTAV, I.P.N, siguiendo la téecnica reportada --
por Miller (34) en un sistema de 4 buffers, moditicada por -

Rodjkind y Arellano (comunicacidn personal),

Método espectrofotométrico.

d) Actividad de ATPasa en ', soluble.

1

Se 1llevd a cabo siguiendo el método de Pullman y colabo
radores (35), en un sistema enzimdtico regenerador de ATP a-
coplado a la oxidacidén de NADH (ver figura # 7), medido es--
pectrofotométricamente a 340 nm. El medio contenia en un vo-
lumen final de 3 ml: 25 mM de Tris-acetato pH 7.4, acetato -
de potasio 30 mM, acetato de My 3 mM, fosfoenol piruvato 0.3
mM, ATP-KOH pH 7.4 3 mM, MNADH 133 mM, piruvate kinasa 20 pg
y deshidrogenasa ldctica 20 py ambas en solucidn de sulfato
de amonio al 50%. A esta mezcla se le anadieron cantidades -
variables de 1 a 10 pg de enzima Py oy se sipguid la actividad
a 340 nm en un registrador Sargeant Welch Modelo DSRLG aco--
plado a un espectrofotdmetro Zeiss PQ I1.

Para medir la actividad de ATPasa en particulas submito

1

condriales (SMP) se utilizd el mismo medio, adicionado de 10

3

pe de rotenona en etanol al 96% para evitar la reoxidacidn -
del NADH por la cadena de transporte de eclectrones. La acti-

vidad se calculd utilizando la sigulente {drmula:




Figura # 7. ESQUEMA DE LAS RIACCIONES ACOPLADAS PARA LL

SISTEMA RLGLNLRADOR

LA ACTIVIDAD DU

determinectdn colorimétrioa

Ao fosjato inorgdnico

DE ATP EN LA MEDIDA DL

Albtasa,

AT+ T'iruvate

NALH
A abacratdn ) D.IL.

a 340 am HAD




AD.-O. x 3 ml % min

Actividad especifica =
65.22 x mg de protefina

en donde A D.0. es el cambio en densidad éptica registrado
a 340 nmy 6.22 es el cocficiente de extincidén moltar del --

NADH.

e) Actividad de la proteina inhibidora en iy soluble.

Se preincubaron durante 10 min a 30 °C, entre % y 25 -
) 324 de Fl en presencia de diferentes concentraciones de pro-
teina inhibidora, en un volumen final de 100 F1 de un medio
que contenfa ? mM de Tris-Mes pH 6.8, 0.5 mM de Mg-acetato-
ATP pH 6.8. La actividad de ATPasa residual se midid espec-
trofotométricamente con alicuotas de 25 pl de la mezcla de
preincubacidn. La actividad del inhibidor se expresd como -
pe de inhibidor que producen 50% de inhibicidn a 0.2 unida-
des de actividad ATPasa medidas por cambio de densidad &pti

ca por minuto.

Método colorimétrico.

f) Actividad ATPasa en Fl soluble.

La reaccidn se llevd a cabo en 1 ml del medio utiliza-
do para la medicidn espoctrofotométrica, sin adicionar des-

hidrogenasa ldctica ni HADH. La incubacidn se realizd a - -




30 °C durante 10 min v la reaccion se detuvo adicionando ﬁci
do tricloroacético a una concentracidn final de 6%; se detec
té el fésforo inorgdnico producido por la hidrdlisis del ATP
siguiendo el método colorimétrico de Summer (36). En un volu
men de 5 ml se adicionaron a concentraciones {inales, Molib-
dato de amonio al 0.6%, dcido sulfdrico 0.75% N y sulfato fe-
rroso al 4%. 0l desarrollo de color despuds de 10 min a tem-
peratura ambiente, se cuantiticd en un colorimetro Klett-Sum
merson utilizando filtro rojo.
£) Actividad de ATPasa en particulas submitocondriales.
Se utilizaron aprowimadamente 200/uguhe;xuwiculas sub-
mitocondriales v seo siguld la téenica descerita para Fl solu-
ble hasta el paso de precipitacidén con TCA. La suspensidn se
centrifugd 10 min a 3 000 rpm en una centrifuga clinica y la
determinacidn de fosfato inorgdnico liberado se 1llevd a cabo

con una alicuota del sobrenadante de TCA.

h) Reduccidn de NAD dependiente de ATP en particulas re
constitufidas.
Se sipguid el método descrito por btpnster y col (37) mi-
diendo espectrofotométricamente la reduccidn de NAD por suc-
cinato debida a4 una "reversa del transporte de electrones" -

dependiente de la hidrdlisis del ATP por la AlPasa.




ATP ADP 4 Piov A pn

NAD + succina;;\:=P——- NADH + fumarato

ATPasa

Se reconstituyeron 500 pe de particulas A o STA con di-
ferentes concentraciones de los factores de acoplamiento T
OSCP y FB agregados en ése orden, en 100 ul del sigulienitc me

dio: Albdmina bovina libre de dcidos grascs 10 mg/ml, aceta-
to de Mg 1.5 mM, ATP 1.5 mM pH 7.4, Tris-acetato b mM pH 7.4,
sacarosa 125 mM en concentraciones finales. Se incubaron 20

min a 30 °C y se agregd 1 ml del siguiente medio Mg S0, 10 mM,
succinato-Tris pH 7.5 20 mM, Tris-acetato pH 7.8 150 mM y al
bimina bovina libre de dcidos grasos 1 mg. Se adicionaron se
cuencialmente a la cubeta: 1.% ml del mismo medio, NAD 1.5 -
mM disuelto en Tris-acetato 25 mM pH 7.4 y 1.6 mM de una so-
lucidn fresca de KCN en Tris-acetato 25 mM pH 7.4 y se midié
la produccidén de NADH a 340 nm durante 2 min hasta que la --
lectura se estabilizd. La reaccidén se arrancé con 5 mM de --
ATP pH 7.4 y se calculd la actividad mediante la siguiente -

férmula:

ADO % min x 3 ml - /pmoles de NADH producidos

6.22 % mg de proteina min~ 1 mg—l

i) Reconstitucidén de particulas A de corazdn de res.

Se preincubaron 20 min a 30 °C, 500 ng de particulas A,
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en 1 ml de un medio que contenia: 40 mg de albdmina bovina -
libre de dcidos grasos, 6 mM de acetato de Mg, 6 mM de ATP -
pH 7.4 y sacarosa 250 mM, adicionadas de 100/u;<m Fl en ---
Tris-acetato 25 mM pH 7.4, diferentes cantidades de factor -

OSCP entre § vy lOO)Jg en el mismo medio y factor o', de cora-

)
z6n o de levadura entre 20 y 50 pp. Esta suspensidn se adi--
ciondé a la cubeta del espectrofotdmetro para medir la preduc-

cién del NAD.

j) Reccnstitueidn de particulas STA de corazdn de res.

Se preincubaron durante 20 min a 30 °C en un volumen de
200 pl: 500 pg de particulas STA, 100 pg de Fl’ SO/Jg de 0O3CP
y cantidades variables entre 25 y 50 pg de factor TG de mito
condrias de corazén de res o de levadura y esta mezcla se a-
diciondé a la cubeta del espectrofotdmetro para medir la re--

duccidn del NAD.

k) Filtracidn de Fy.

La F, empleada en las reconstituciones se procesdé para
eliminar el sulfato de amonioc, siguiendo el método descrito
por Penefsky (38). Se centrifugaron 15 min a & 000 rpm en -
una centrifuga clinica a temperatura ambiente, alicuotas de
la suspensidén de la enzima en 50% de sulfato de amonio. E1
precipitado se resuspendid en un volumen pequefio, aproxima-

damente 100 pl, de Tris-acetato 25 mM pH 7.4 y se pasd por




Sefadex G-50 fino, equilibrado en el mismo medio y montado

en jeringas de plédstico de 1 ml de capacidad, previamente -
empacadas por centrifupacién durante 1'55" o 500 rpm en una
centrifuga clinica. La suspensidn de o'y se apregd a las co-
Jumnas y se recentrifugd dentro de un tubo de ensaye a la -
misma velocidad anterieor. La enzima ya equilibrada en Tris-
acet to 25 mit o pH 7.4 sale en ¢l volumen de exclusidn de la

columna vy el sulfato de amonio se reticne.

1) Fijacidn de Iy en particulas $TA de corazdn de res.

Se utilizaron ZOD/Jg de particulas $TA en un volumen -
de SOOINI que contenia: sacarosa 250 mM, EDTA 0.25 md, Tr.
GO, 10 mM pH 5.0, 40 ug Je albidmina bovina libre de dcides
grasos, diferentes concaentraciones de Fl entre 10 y 120 pg
sola y adicicnada de distintas cantidades de 0SCP vy Fg du--
rante 30 min a temperatura ambiente. La suspensidén se cen--
trifugd 1% min a 25 000 p a temperatura ambiente y se midid
la actividad de ATPasa en alicuotas del sobrenadante. El --
porcentalje de Yl fijada a la particula se calculd restando

de la actividad total, la encontrada en el sobrenadante:

$ de fijacidn = (actividad _ actividad en el) % 100
total sobrenadante

m) Fijacidn d= ry sensible a olipomicina en particulas

[rare

STA de corazdn de res reconstituidas.




Las particulas STA se reconstituyeron en diferentes me
dios con concentraciones variables de Fl sola y adicionada
de distintas concentraciones de 0SCP vy YB. Se preincubaron
10 min a temperatura ambiente; posteriormente se les adicio

- . . . N . . . - ~ 5y ~ . ) - .~ .
nd oligomiclina en proporcion de ZJ/JE por mp, de particulas
o Lu equivalente en volumen d¢ etanol y se incubaron 5 min
a 30 °C con apitacidn, al cabo de los cuales se agrepgd 1 ml
del medio para medir ATPasa colorimétricamente, se incubd -
10 min vy se detuvo la reaccidn con TCA al 6% final. Se de--
termind fosfato inorgdnico en 1a suspensidn total o en el -

-
)

scbrenadante de la misma, despuds de haber sido centrifuga-
da 10 min @ 6 000 rpm en una centritfugae clinica.
Los resultados se caleularon midicendo la absorcidn de

0.5 pmoles de KH,PO, como referencia, utilizando la sipuien

te formula:

(Unidades Klett - T, )x 0.5 pmoles _ /pmoles ATP hidro-

lectura standard x mpg de proteina lizadaos en 10'/mg

Los resultados de las tablas se expresan como:

nmoles ATP hidrolizados (nmoles ATP hidrolizados
oy - . .. = con etanol) -~ (nmoles ATP
sensibles a oligomicina X .. . . .
hidrolizados con oligomi-
cina)

s

n) Determinacidén de proteina.
Se siguid el método descrito por Gornall y col (39) -

con el reactivo de Biuret en particulas submitocondriales




y mitocondrias y el método de Lowry (40) para factores de a
coplamientou, usando en ambos casos albdimina de bovino frac-

cidén V como standard.




IV, RESULTADOS DISCUSTION

a) Purificacidén de Inhibidor y Pe de mitocondrias de le-
vadura (Ver diagrama anexo).

En las tablas [ Ay B, se muestran los diferentes pasos
de purificacidn de la proteina ‘nhibidora v la obtencidn del

factor Vy siguiendo el mérodo motivo de este trabajo.

1) Obtencidn de extracto c:udo,

Inducecidn de lo sintesis de la proteina inhibidora.

Una muestra de 1 800 4 de levadura Sa.ccharomjees sp. comer
cial para panaderia (Levitan y Tlor $S.A.), se homogeneizd en
licuadora con §00 ml de medio de cultive eostdéril consistente
en: 1% de extracto de levadura, 2% de peptona, 3% de etanol,
4% de glicerol. Se acrcearon durante 20 hrs a temperatura am-

bilente mediante un pulverizador de aire. La induccidén de la

,\
o
©

sintesis la proteina inhibidora en presencia de los sus--
tratos oxidables etanol y glicerol, ha sido demostrada en --
nuestro laboratorio en el trabajo desarrcllado por el Médico
Cirujano Angel Nava, quien forma parte de nuestro grupo de -
trabajo.

Posteriormente las c¢élulas se lavaron ? veces con 800 -
ml de agua destilada centrifugando a 5 000 g 8 min. Se resus
pendieron en 800 ml de agua vy se calentaron a 85 °C durante

20 min con agitacidn, enfriando después en baio de hielo. Se

continud agitando durante la noche a 4 °C en el cuarto frio.




PURIFICACION DE INHIBIDOR Y FG DL MITOCONDRIAS DE LEVADURA.,
Diagrama.

Homogeneizar 900 g de levadura de panaderia en licuado-
ra, en 800 ml de medio de cultivo estéril (1% extracto de le
vadura, 2% peptona, 3% etanol, 4% glicerol) aerear 20 hrs a

temperatura ambiente
lavar las células 2 veces con 800 ml de agua destilada
resuspender en 800 ml de H20 bidestilada, calentar a -
85 °C durante 20i con agitacidn

. . . v . .
enfriar en bafo de hielo y agitar a 4 °C durante 14 hrs

centrifugar a $ 000 g 10!

~sobrenadante precipitado
centrifugar a 12 000 g 10°

sobrenadante precipitado
filtrar por gasa
(extracto crudo)
precipitar con TCA 10% final
2' con agitacidén enérgica

centrifugar 10' a 12 000 g

sobrenadante precipitado, resuspender en HZO a 20

o 30 mg/ml. Ajustar pH a 7.5 con KOH

centrifugar® 10' a 20 000 g

sobrenadante precipitado
filtrar por gasa, ajustar
proteina a 20 o 30 mg/ml

precipitar a 75% de etanol frio, agitar 2' en bafio de hielo

centpifugaJ’iO' a 20 000 g

sobrenadante precipitado

(factor FG) (Proteina Inhibidora)




sobrenadante (F.)

6
concentrar en rotavapor

en bafio Maria a 40 °C

liofilizar

resuspender en sacarosa 0,25 M,

EDTA 0.25 mM, Tris—SOu 10 mM
pH 8.0 l

dializar contra 1000
de Tris-S0, 10 mM pi 8.0
de 3 a 4 dias l

vol

liofilizar
resuspender en sacarosa
EDTA 0.25 mM,
pH 8.0 a 2

0.25M,
Tris-S0, 10 mH
mg/ml
|
v -
conservar en lotes pequeiios

a .42 °C en congelador REVCO.

precipitado (Inhibidor)

resuspender en HQO a
20 o 30, mg/ml

centrifugar 20' a 20 000 g

!

precipitado

sobrenadante

filtrar por gasa

extraer con 1 vol de

cloroformo-met ol 2:1

agitar §°

centprifugar a 26 000 g 10!

fase solventes fase acuosa
ajustar pil

a 8.5 (KOH)

adsorcidn a 25 g de
DEAE-celulosa (Whatman 52)
equilibrada con 50 mM Tris
8.5, 30"

peratura ambiente

acetato pH a tem-

filtrar en embudo Blchner

concentrar en filtro Amicédn
YM-5, ajustar pH a 7.0 con -

dcido acético

adsorver en columna de CM-ce
lulosa, eluir con gradiente
de KC1

concentrar fracciones activas

con Amicdn YM-5.




Tabla I~A. Purificacidén de Protehina
drias de levadura.

Inhibidora de mitocon-

I'raccidn Proteina

total (mg)

1. Extracto crudo 7472

2. Precipitacidén TCA 1083

3. Precipitacidn etanol 657

4. Cloroformo/metanol 514

5. Mezcla DEAE-celulosa 127

6. Cromatografia CM-celulosa 1.48

Actividad especifica
(unidades/mg proteinal
1.00

5.05

5.67

6.57

16.58

285.20

Lu purificacidn se hizo & partir de 1 800 g

dura, con actividad especifica de 90 jmoles

1

Tabla I-B. Purificacidn del factor I

de levadura comercial para -

panaderia. Las fracciones del inhibidor se midieron con Fl pura de leva-

1

s - -1 cq s
Pi min"‘mg utilizando como

unidad de F. el cambio de 0.2 de densidud Sptica en 1 min. La unidad de
inhibidor se definid como mg de inhibidor que produieron un 50% de inhi-

bicibén a una unidud de Fl’ tomando camo 1.00 el extrrcto crudo.

6 de mitocondrias de le-

vadura.
Fraccidn Proteina total (mg)
1. Extracto crudo 74772
2. Extracto etandlico 217
3. Liofilizado 63

La purificacidn se hizo a partir del extracto crudo mencionado en la Ta-

bla I-A.




La suspensién se centrifugé a 5 000 g durante 10 min. El so
brenadante se centrifugd 10 min a 12 000 g y se filtrd por -
gasa, obteniéndose asi el extracto crudo. Lste extracto con-
tiene péptidos de bajo peso molecular resistentes al calor -
como el factor I'y, la proteina inhibidora de la ATPasa y al-
gunos inhibidores de proteasas (41). In ecste paso se desnatu
raliza el 85% de las proteinas celulares, lo que permite ob-
tener un extracto crudo enriquecido en la proteina inhibidof

ra y el factor FG.

2) Precipitacidn con dcido triclorcacético (TCA).

Bl extracto crudo, en hielo, se agitd fuertemente mien-
tras se mezclaba con TCA 100% para dar una concentracidén fi-
nal de 10%, se continud la agitacidn enérpica durante 2 min.
La suspensidén se centrifugd a 12 000 g 10 min y el precipita
do se resuspendid en agua ajustando el pH a 7.% con KOH y se
centrifupgd por segunda vez 10 min a 20 000 g. Bl sobrenadan-
te se ajustd a una concentracién de proteina entre 20 y 30 -
mg/ml. En este pasc de purificacidn se utilizé la propiedad
de resistencia a la precipitacidn por dcido que presentan la
proteina inhibidora y el factor P'gs lo cual permite eliminar
al 90% de la proteina restante del paso anterior.

£l valor de 217 mg de proteina en la extraccidn con eta
nol reportado en la Tabla I-B, debe ser tomado en cuenta co-

mo un valor posiblemente errdéneco ya que en este extracto eta




- . -

nélico existen lipidos en gran cantidad, que alteran la deter

minacidén de proteina (42). El rendimiento final de Fe fué a--

proximadamente de 63 mg.

4) Extraccién con cloroformo-metanol.

El precipitado del paso anterior, que contiene la protef
na inhibidora, se resuspendid en dagua a una concentracidn de
proteina de 20 o 30 mg/ml. La suspensidn se centrifugd 20 min
a 20 000 g y el sobrenadante se {iltrd por gasa. La solucién
anterior se mezcld con un volumen de cloroformo-metanol 2:1 -
agitando fuertemente durante 2 min. Se centrifugd a 26 000 g
20 min y la fase acuosa, que contiene al inhibidor, se ajustd

a pH 8.5 con KOH a 20 o 30 mg/ml.

5) Adsorcidén a DEAE-celulosa.

Aproximadamente 25 g de DEAL-celulosa (52 Wathman), se -
hidrataron en Tris-acetato %0 mM pH 8.5, DTE ! mM y se mezcla
ron con la fase acuosa aglitando 30 min a temperatura ambiente
y se filtraron después por un embudo Bﬁchner. £l filtrado, --
que contiene al inhibidor, se concentrd en filtros de Amicédn
YM-5 y el pH de la solucidén se reajustdé a 7.0 con HC1.

6) Separacién en columna de Carboximetil-celulosa (CM-ce

lulosa).




Se usd una columna de 10 = 2.5 cm de CM-celulosa (Wath-
man), equilibrada con buffer de acetato de potasio 40 mM, --
EDTA 1 mM, DITE 1 mM pH 7.2, con una conductividad de 4% mQ, -
Después de aplicar la muestra, la columna se lavé con el me-
dio de equilibrio hasta que no hubiera proteina en el lavado.
La proteina adsorvida se eluyd con un gradiente de KC1 de 0
a 80 mM con conductividad de 20 mfi. Se colectaron fraccliones
de 3 ml y el inhibidor se rastred midiendo su actividad inhi-
bitoria en ry de mitocondrias de levadura. Las fracciones ac-
tivas se juntaron v ose concentraron en Amicdn YM-5.

La metodologia descrita presenta grandes ventajas, ya
que utilizando pasos sencillos v reproducibles y a partir de

AN

células enteras inducidas, es posible obtener una preparacidn

con alta actividad especifica y alto rendimiento de dos impor

tantes protelinas mitocondriales: el Inhibidor de la ATPasa vy

el factor Fb.

b) Determinacidn de peso molecular.

F1 grado de pureza y el peso molecular del inhibidor de
la ATPasa y del factor FG’ se determindé en geles de poliacril
amida en SDS. La figura 8 muestra qgue con el método de purifi
cacidén empleado, se obtienen ambas proteinas en estado homogé
neo; sin embargo el peso molecular de la Y6 de levadura es -
con mucha frecuencia el doble del esperado, ya que la YG de -~

mitocondrias de corazdén de res pesa 6 800 daltones y la de le







Figura # 8. ELECTROFORESIS EN GELES DE ACRILAMIDA CONM SDS.

Todos los carriles contienen 20 pg de las siguientes protelnas:
A. 1) Citocromo ¢, 2) Insulina, 3) y ) F, de mitocondrias de co
razdn de res, 5) ¥, de mitocondrius de levadura, 6) Inhibidor de
la ATPasa de mitocondrias de levadura, T) Inhibidor de la ATPasa
de mitocondrias de corazdn de res.

B. 1) Citocromo ¢, 2) Insulina, 3) Ovoulbiimina, %) F, de mitocon
drias de levadura, %) Inhibidor de mitocondrias dec levadura, 6)
Inhibidor de mitocondrias de levadura, T) Ribonucleasa.







vadura 12 500, por lo que es posible suponer que aln en con-
diciones completamente desnaturalizantes, como son la presen
cia de SDS y de 2-mercaptoetanol, la proteina pueda estar en
forma dimérica. Esto es frecuentemente observado en protei--
nas con cierto grado de hidrofobicidad, como es el caso de -
la Fg. Existe sin embargo el antecedente de que ha sido posi
ble observar en geles de 20% de acrilamida la forma monoméri
ca de peso molecular 6 300.

¢) Composicidén de aminodcidos.

Otro criterio de pureza y semejanza estructural entre
la FG de mitocondrias de levadura y la de ccrazdn de res, --
puede verse en la Tabla # 2, que muestra similitudes signifi
cativas en la composicidn de aminodcidos, ya que ambas con--
tienen un 59 % de aminodcidos no polares, lo cual las coloca
entre las proteinas con alto grado de hidrofobicidad. La pro
porcidén de restos aminodcidos cargados negativamente es de -
29.8% en la de levadura y un 26.5% en la de corazdén de res;
la proporcidn de restos con carga positiva es de 10.5% y ---
14.3% respectivamente. El peso molecular minimo calculado es
ligeramente mds alto en la de levadura, 7 110 con 57 resi---
duos, que en la de corazdn de res, que tiene un peso molepu—
lar de 6 375 y un menor ndmero de residuos.

La Tabla # III resume las diferencias y semejanzas en--

tre los factores ', provenientes de ambos origenes.
b sl




Tabla Il. Composicidén comparativa de aminodcidos de Fg de
mitocondrias de levadura y de corazdn de res

.

# de residuos

Aminodc i do 'y de }6 de cora-
levadura 26n de res

Lisina i 5
Histidina 1 -
Arginina 1 2
Acido aspdartico 8 5
Acido glutdmico 9 8
Treonina 3 y
Serina B 3 4
Prolina 3 3
Glicina 7 I
Alanina 5 2
Cistina (1) 1 -
Valina 3 3
Isoleucina 2 1
L.eucina 3 3
Tirosina 2 2
Fenilalanina 2 3
numero total de
aminodcidos 57 49
Peso molecular minimo
calculado 7110 6375
Peso molecular en gel
de SDS . 12500 6800




Tabla III. Diferencias y semejanzas entre los factores FG

de mitocondrias de corazdén de res y de levadura.

Factor FB Peso molecular #f de residuos % de aminodcidos
en SDS por aa no po - +
lares
corazdén 6 800 & 375 49 59 29.8 10.5
levadura 6 300 7 110 57 59 26.5 14.3




d. Pruebas Inmunoldgicas.

Para evaluar las similitudes estructurales de los facto
res FB estudiados, se utilizd el criterio de cruza inmunoldo-
gica, para lo cual se produjeron anticuerpos en conejo con--
tra ambas proteinas. La figura 8-A muestra que los anticuer-
pos producidos, cruzan inmunoldégicamente contra sus antige--
nos homdlogos; pero no con los heterdlogos. La imposibilidad
para demostrar cruza inmunoldgica a pesar de las semejanzas
estructurales y adn funcionales, fué también observada en el
caso de la proteina inhibidora purificarda de mitocondrias de
levadura, comparada con la proveniente de mitocondrias de co
razén de res (figura 9-B). Por lo que es posible suponer di-
ferencias sutiles entre los determinantes antigénicos de am-
bas estructuras, que sdlo ¢l criterio inmunoldégico, con alto
grado de especificidad, puede detectar.

Es importante ademds, considerar que la comparacidn se
estd realizande entre organismos muy alejados en lda escala
filogenética en los que, a pesar de que la evolucién ha man-
tenido escencialmente las mismas estructuras para realizar -
la misma funcidn, como es el caso del complejo 05-ATPasa que
presenta un patrdén de estructura similar tanto en bacterias,
como en cloroplastos y mitocondrias (13), existen entre sus
componentes, pequeilas diferencias en la secuencia de aminod-

cidos y por ende en la estructura terciaria de las proteinas







de distintos" origenes, que solamente los anticuerpos han po

dido demostrar.

e) Pruebas de funcionalidad.

La funcidén hasta ahora atribuida al factor Fe no esta
bién definida, por lo que el estudio comparativo del factor
purificado de miteocondrias de levadura con el de mitocon---
driac de corazdén, oz importante para demostrar su identidad
y posteriormente conocer el posible papel que desempena en
la compleijidad de la fosforilacidn oxidativa.

Se ha observado que el factor FG es necesario junto --
con los factores de acoplamiento Fl y OSCP o proteina que -
confiere sensibilidad a oligomicina, para la reconstitucidn
de 1la fosforilacidn oxidativa (19), la reaccidn de recambio
3“P—ATP, la reduccidn de NAD por succinato dependiente de -
ATP (20) vy la reconstitucidn de la actividad ATPasa sensi--
ble a oligomicina (1%8). Debido a que todas estas reacciones
han demostrado ser dependientes de FG y a que la proteina -
no presenta ninguna actividad enzimdtica, se le ha atribui-
do una funcién estructural definida como el “"factor de u---
nién" junto con la OSCP y el factor B (43) entre el segmen-
to catalitico o Fy y el segmento hidrofébico o Fy.

Se ha observado que en las pruebas de reconstitucidén a
partir de diferentes factores solubles, el orden de adicién

es importante para obtener la maxima actividad de la ATPasa




sensible a oligomicina (h4). En nuestro trabajo estudiamos
este pardmetro encontrando que el orden de adicidén que pro-
duce mayor eficiencia en la reconstitucidén es el de SMP, Fas

OSCP y Fg.

1) Reduccidén de NAD por succinato dependiente deATPD.

La tabla IV muestra la reconstitucidn en particulas A,
carentes de OSCP vy Fl, de la reduccidén de NAD por succinato
dependiente de ATP. La reaccidén es claramente dependiente -
de OSCP; el factor FS de ambos origenes no tiene efecto, po
siblemente porque las particulas utilizadas no fueron despo
jadas de &1 durante su preparacidn.

La tabla V muestra el efecto del factor Fg en la misma
reaccidn en particulas STA de corazdn de res, despojadas de
0oscp, Fl Y FG' El efecto en la reconstitucidn de la reac--~-

cidn estudiada es bastante significativo, a pesar de que -~

las particulas presentan una notable baja en la actividad,
debido a que con el tratamiénto drdstico para remover Py -
se remueve también la deshidrogenasa succinica (45), que in
terviene directamente en la reaccidn (Ver figura 10).

La efectividad de ambas proteinas para reconstituir es
bastante similar y ligeramente mayor con el factor Fg homé-
logo. Las concentraciones altas de los factores generalmen-
te tienen efectos inhibitorios de la funcién, como puede --

verse en la tabla V. La interpretacidn de estos datos no es




Tabla 1V,

Reduccidn de NAD por succinato dependiente de

ATP en particulas A reconstituidas.

Py

- —

100
100
100
100
100
100
100

QsCP

10
25
50
100
100
100

Factor adicionado (ug)

20
20

Fe

corazdn

levadura

nmoles NADH min'lmg_1

0.u8

2.4
18.8
65.1
50.6
46.8
42.9

Las reconstitucicnes se llevaron a cabo

tocondriales A, 100 ng de F

1 diferentes

con 500 pug de particulas submi

concentraciones de 0S5CP, 20 ug

de Fg, siguiendo ese orden de adicidn, Se incubd 20 min a 30 °C en un -

volumen f{inal de 1.1 ml.~
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Tabla V. Reduccidn de NAD por succinato dependiente de

ATP en particulas reconstituidas.

Factor adicionado ( aug) nmoles NADH min—lmg'1
Fl 0scCPp FG

100 50 —-——- 5.3

100 100 6.3

100 50 25 corazdén 13.9

100 50 50 corazén 10.1

100 50 25 levadura 11.1

100 50 50 levadura 3.8

La reconstitucidn se 1llevd a cabo con 500 ug de particulos STA en pre-
sencia de 1.00}1@ de Fl y cantidades variables de OSCP y F6 en ese or--
den de adicidn. Se incubd® 20 min o temperatura ambiente en un volumen
final de 200 pl.




"igura . Recuccidn de HAD por succinato, dependiente
r # 10. Recucclidn de NAD por succ t lependiente

de ATE.
NADH succinato
i . ‘9 . v:r“.‘z
= ST ¥ FP-----) 0,
NAD e fumarato
nt
ATPasa



sencilla; pero muestra que se requiere cierta estequiometri
a, aln no conocida, para que la reconstitucién se lleve a -
cabo y que cuando los factores de acoplamiento se encuen---
tran en exceso, probablemente fijos en sitios inespecificos,
pueden alterar la correcta estructuracién de los segmentos
que si toman parte en la funcidn.

2) Fijacidén le [, a particulas STA.

lLa fijacidn de T, a —articulas STA ¢ estudid en fun--
cidn de los diierontes factores «Jde acoplamiento El’ os5Ch vy
I's de ambos oriyenas.

En la tabla VI se 1luttra o efecio doe diferentes con-

centraciones do

—
-
b
¢

. dacidén de esre factor a particu-
las S5TA; las concentracioncs de 20 ug Jde " afnadidas a 200
Mg de particulas resultan saturantes y las concentraciones

mayores bajan notablemente la {ijacidn. La saturacidn con -

20 pp estd de acuerdo con la cantidad calculada de sitio

5]
i

de fijacidn de I'ys que es daproximadamente el 10% de la pro-
teina membranal (46).

En la tabla VII se muestran los requerimientos del fac
tor O0SCP en la fijacidn de £y oa particulas STA. Nuevamente
se observa que las particulas fijan mds 'y en concentracio-
nes bajas de 0SCP y que a concentraciones altas de alguno -~
de los factores, la fijacidn disminuye. La tabla confirma -

que las particulas carecen de 0SCP y que la funcién de este




Tabla VI. Fijacién de [, a pa reiculas STA.

Fy afadida (ug) b ode Iy fijada
10 40
20 55
40 43
120 38

Lo reconstitucidn se llevd a cabo con 200 ug de particulas
STA, en presencia de distintas concentraciones de Fl en un
volumen final de 500 )xl de medio que contenfa: sacarosa --
250 mM, EDTA 0.25 mM y 'I‘ris-SOh 10 mM pH 8.0. Se incubd 30

min a temperatura ambiente.




Tabla VII. Fijacidn de Fl en particulas STA
reconstituidas en presencia de 0SCP.

0SCP (ug) b Py fijada
5 33.4
10 64.0
75.0
4 63.0
5 66.6

La reconstitucidn se llevd a cabo con 200 pg de purticulas STA,
hO‘pg de Fl y distintas concentraciones de OSCP en las condicig

nes descritas en la tabla V1.
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factor es la de promover la fijacidén de la Fya sitios espe
cificos y saturables en la membrana.

La tabla VIII ilustra el efecto de diferentes concen--
traciones del factor Fe homdélogo en particulas STA. El1 lote
de particulas utilizado en este experimento, mostrd un por-

’ 3
centaje alto de fijacidn de Fy ala concentracidn mds baja
de FS utilizada, por lo que, a mayores concentraciones, se

- . - o ® . - . . L
produjo muy poco aumento en la fijacidn o disminucidon de 1la
misma; este fendmeno se observd también en la curva de -

(tabla VI) y de OSCP (tabla VII).

El hecho de tener una fijacidén mdxima a concentracio--

e

nes bajas de FB y sin requerimiento de 0SCP, pareceria ind
car que el lote de particulas empleado, poseia OSCP en can-
tidad suficiente para inducir la fijacidén y que la carencia
de [ también es relativa; este fenédmeno de variabilidad en
el contenido residual de los factores, en diferentes lotes
de particulas tratadas con dcido silicotidngstico, es frecuen
te y no permite hacer comparaciones cuantitativas entre lo-
tes diferentes.

Por otro lado, la medida de la fijacidn de F, a la par
ticula, no puede ser tomada como un indice estricto de la -
reconstitucidén, ya que es la suma de los sitios especificos
e inespecificos de la membrana que fijaron I'y. Por esta ra-
zén, los experimentos ilustrados en las tablas siguientes,

fueron hechos midiendo la fijacidn de by sensible a oligomi




Tabla VIII. Fijacidn de F, a particulas STA

reconstituidas en presencia de

F

6 de corazdn.

g de corazén
¢ ug)
)
10
15
20
25

% de Fl fijada
80
83
85
79
78

La recounstitucidn se llevd & cabo con 200 mug de

particulas STA, WO pg de Fy ¥ distintas concen-

traciones de F6 en

VI.

las condiciones de la tabla




micina a las particulas STA reconstitufdas, en presencia de
los diferentes factores de acoplamiento, que es un Iindice --

mids seguro de fijacidn especifica,.

3) Fijacién de Fy sensible a oligomicina a particulas
STA.

La tabla 1X ilustra el efecto de diferentes concentra--

A}

ciones de F1 en la fijacidn especifica de este factor, a las
” I .
particulas carentes de €l; se observa que a concentraciones
muy bajas de Fl en ausencia de los otros factores de acopla-
miento, la enzima es capaz de fijarse especificamente a las
particulas carentes. La actividad maxima de ATPasa sensible
a oligomicina se obtiene con 7 pg de Fy1, en contraste con la

fijacidn mdxima de 20 pg de I'; encontrados en la tabla VI, -

en la que se midid solamente fijacidn, sin tomar en cuenta -

U
P

era o no sensible a oligomicina, lo cual indica el grado

[o%
(1]

reconstitucidn especifica,

La tabla X contiene los datos referentes a la fijacidn
especifica de Fqoa particulas STA dependiente de OSCP. La de
pendencia de la fijacidén de Iy sensible a oligomicina a con-
centraciones bajas de 0SCP, muestra la alta sensibilidad del
sistema al factor de acoplamiento estudiado; si se comparan
estos valores con los obtenidos en la tabla VII, en los que
se midid solamente la fijacidn de 'y, se verd que en presen-~

cia de cantidades grandes de OSCP (15)1g), aumenta la fija--




Tabla IX. ATPasa sensible a oligomicina en particulas
STA reconstituidas con distintas concentra-
ciones de Fi'

Factor T, Actividad Especifica (nmoles Pi min"lmg"l)
(ug) . oligomicina sensibles a
oligomicina
7 590 181 409
14 818 W98 320
21 8390 721 169

La reconstitucidn se llevd a cabo con 200 peg de partfculas STA y dife-
rentes concentraciones de Fl en un volumen final de 500 sl de un medio
que contenfa sacarosa 200 mM, EDTA 0.2 mM, Tris-350), 6O mM pH 7.7, mgSQ,
6 mM, BSA 0.5 mg, PEP 5 mM, PK 3 He. Se incubd durante 10 min a tempe-
raturg ambiente.
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Tabla X. Reconstitucidén de ATPasa sensible a oligomicina

en particulas STA por distintas concentraciones

de OSCP.
Factor adicionado Actividad especifica nmoles Pi
Cpug ) nmoles Pi mj.n-lmg“1 sensibles g
'Fl 0scCp -—- oligomicina oligomicing
20 -—- 725 211 S1u
20 1.0 622 138 Hwau
20 2.5 1212 138 1074
20 5.0 1258 110 1iu8
20 10.0 12172 266 gu6

La reconstitucidn se llevd a cabo con 200ug de partfculas STA con 20 ug de
Fl ¥y distintas concentraciones de OSCP en 500 ul del medio especificado en
la Tabla VI, durante 30 min a temperaturs ambiente, La actividad se midid
en medio que contenfa tris-acetato 25mM, ucetuato de k 30 mM, ncetato de Mg
3mM, PEP 3 mM, ATP 30mM, PK QO/Jg, durante 10 min parando la reaccidn con
TCA 6% final.




- 84 -

-

cidén inespecifica de Fi; pero que concentraciones de 5 pg, -
son saturantes para la fijacidn especifica.

La tabla XI, muestra la fijacidén especifica de 'y a par
ticulas STA de mitocondrias de corazén de res, dependiente -
de FG homélogoe a concentraciones saturantes de 0SCP. Si com-
paramos estos resultados con los obtenidos de la tabla VIII,
en la que se mididé la fijacién de F, a partfculas STA, con -
probablemente altas concentraciones de CSCP enddgeno, el e--
fecto de la Fy es mfnimo en concentraciones altas de OSCP -
exégeno; sin embargo el efecto mdximo se obtiene en presen--
cia de Feg. Estos resultados parecen indicar que las particu-
las STA carecen mds de 0SCP que de Fg ¥ que es diffcil obser
var un efecta claro del factor Fg en presencia de 0SCP ends-
geno o exdgeno.

La tabla XII ilustra dos experimentos en diferentes con

diciones, para probar el efecto de 1la FG homéloga en la fija

8]

ién especifica de r, a particulas STA en ausencia de O0SCP -
ex8geno. En el experimento A, se utilizaron concentraciones
bajas de Iy vy su efecto de reconstitucién ya es Sptimo a con
centraciones de 1 pg. Bl experimento B demuestra que las con
centraciones altas de Fe inhiben ligeramente la fijacidén es-
pecifica de Fy-
La tabla XIII muestra en dos experimentos con distintas
concentraciones de Fl, el prado de acoplamiento de la Fl sen

sible a oligomicina, en particulas STA con distintas concen-

IO S R



traciones de TI'g de mitocondrias de levadura. Ln ambos experi

mentos el efecto de la FB de levadura es aumentar la fija---
cién especifica de la F; a las partfculas STA heterdlopas. =
La eficiencia de la I, de levadura es bastante buena, ya que
el efecto midximo se observa con 5 ug en ambos experimentos y
el efecto midximo de la FG homéloga se observd en presencia -

de 1 pg.




Tabla XI. Reconstitucidn de ATPasa sensible a oligomicina

en particulas STA con distintas concentraciones

de FG de corazén de res.

Factor adicionado (ug) Actividad espeeifica nmoles Fi

Pl 0SCP Fe nmoles Pi min-lmg-l sensibles a
- oligomicina oligomicina

25 ——— - 1363 by2 921

25 10 - 1397 269 1128

25 10 5 1536 269 1267

25 10 10 1606 356 1250

25 10 15 1623 338 1285

Se reconstituyeron 200 pg de partficulas de STA en el mismo medio descrito en
la Tabla X, agregando a diferentes tiempos los factores acoplantes en el si-
guiente orden: 25 pg de l-‘l + 10 min, 10 g de OSCP + 19 min, 5, 10 y 15 ug

de F6. Todos los factores son de mitocondrias de corazdn de res. Las condi--

ciones fueron las mismas descritas en la Tabla X.




Tabla XI1. Reconstitucidn de ATPasa sensible a oligomicina en
particulas STA con distintas concentraciones de T

6
»
de corazdn.

Factor afadido (ug) Actividad ecspecifica nmoles Pi
F1 FG nmoles Pi min"lmg°1 sensibles a
A) - olipomicina olipgomicina
1y ———— 245 143 102
14 1.0 321 117 204
14 2.5 283 143 140
14 5.0 308 105 203
14 10.0 283 117 166
B)
-——— —-——— Iu7 87 260
40 - 1198 312 886
40 5.0 1250 486 764
490 15.0 1076 260 816

Se reconstituyeron 200 pug de particulas STA en las mismas condiciones descri-
tas en la tabla anterior con 2 concentraciones de F; y distintas concentracio

nes de F6 sin afadir 0SCP.




Tabla XIII. Reconstitucidn de ATPasa sensible a oligomicina

en particulas STA con FS de levadura,

Factor afadido (ug) Actividad especifica nmoles Pi
Fi Fe nmoles Pi m;'Ln_lmg,'—1 sensibles a
A) - oligomicina oligomicina
14 —-—— 369 261 108

14 1.0 398 307 92

iy 2.5 418 227 188

14 5.0 L6 246 200

1 10.0 430 323 107

B)

20 - 419 291 128

20 1.0 431 268 163

20 2.5 512 303 209

20 5.0 419 291 328

20 10.0 419 244 175

Se reconstituyeron 200 pg de particulas STA de corazdn en las mismas condicio
nes descritas en la Tabla XI, con 2 cantidades de Fl de corazdn de res y dis-

‘tintas concentraciones de FG de levadura.




V. RESUMEN Y CONCLUSIONES

Los experimentos presentados en este trabajo aportan e-
videncias experimentales que nos permiten identificar estruc
tural y funcionalmente al factor Pg de mitocondrias de leva-
dura como una proteina semecjante a la descrita en mitocon---
drias de corazdn de res, con base en los sigulentes hechos:

1. La purificacidn del factor PFe de levadura en una ex-
tracceidén etandlica y como un subproducto de la marcha de pu-
rificacidn del inhibidor natural de la ATPasa, en condicio--
nes semejantes a la purificacidn de Fg e mitocondrias de co
razén de res. (Tabla I).

2. La composicidn de aminodcidos y el grado de hidrofo-
bicidad son semejantes en ambas proteinas; sin embargo el pe
so molecular de la forma monomérieca del !actor FG de levadu-
ra es ligeramente mds alto (Tabla II y FPigura 2).

3. La reaccidén de reduccidn del NAD por succinato, de--
pendiente de ATP, tomada como una medida del acoplamiento en
tre el factor Fl y el factor Yo fué inducida de una manera -
cualitativamente semejante por el factor Py de ambos orige--
nes, observdndose una mayor eficiencia con el sistema homdlo
go (Tabla V).

4, La fijacidn especifica de r, al factor FO, midiendo
la actividad ATPasa sensible a oligomicina, mostrdé dependen-

cia cualitativa de la presencia del factor Fg hom&logo y he-

terdlogo (Tablas XII y XIII), con mayor eficiencia cuando la
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reconstitucién se hizo con particulas de mitocondrias de co-
razén de res y factor Fg de mitocondrias del mismo origen.
5. La demostracidén de que el factor Fe de mitocondrias

de levadura puede interaccionar con los sitios especificos -

pae
3

presentes en particulas de corazdn de res y s embargo no -

tener determinantes antigénicos comunes, parece indicar que
en la evolucidén se han preservado los "sitios activos" y las
variaciones estructurales no han alterado la funcidn pero si
la antigenicidad,.

La identificacidn del factor estructural Feoen mitocon-
drias de levadura, con caracteristicas semejantes a la de mi
tocondrias de mamifero, dos organismos muy alejados en la es
cala filogenética, demuestra que los factores que componen -
el sistema fosforilante F1~F0, e han preservado estructural
y funcionalmente através de la evolucidn.

La funcidén estructural que parece desempeiar el factor
Fs, que es la de conservar el gradiente de protones generado
durante la cadena de transporte de electrones mediante el a-
coplamineto '"correcto" del factor F, al canal de H+, parece
ser una medida de seguridad que evita la pérdida de energia
de la célula. La interaccidn de este factor con la Fp v la -
F, y su estequiometria adn no-se conocen y serdn algunos de
los objetivos en la continuacidn de este trabajo, cuyas con-
clusiones nos aportardn una idea mds clara y completa de la
funcionalidad del complejo sistema fosforilante de la membra

na mitocondrial.
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