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FDTA. - Acido e ti1r n d.Lamino t¥ c.r:.i icc t ico 
ATP.-. Trifosf.ito de ¿::idenot ina 
ADP.- Difosfato de acienosina 
Tris.- t{idrox_irnet_i1 amino ¡re tOinv 
DEAE.- Dietil amino etil 
DTE.- Ditioeritreitol 
DTT.- Ditiotreitol 
PEP.- Fosfoenol p.ir'uvato 

PK.- Piruvato ki.nasa 

DL.- Deshidrogenasa lacticér 
nm.- nanometro 
TCA.- Acido tricloro acét.i.co  
MES.- Acido 2-(N-tiorfolino)etano :ulfónico 
TES.- Acido N-Tris(hiiroximetil)metil.-2-amino etano sulfónico 
BSA.- Seroalbúmina de bovino 

SUS.- Dodecil sulfato de sodio 

TEMED.- N' N' N' Tetramee tilen díamina 
FCCP.- paraTrif luorometoxícarbon.i.i.-cianuro-fenilhidrazona 
DS.- Deshidrogenasa succínica 

Factores de acoplamiento: 

F.1.- Factor de acoplamiento 1 ó ATPasa 

OSCP.- Próteína que confiere sensibilidad a olis;orr.ir_ina 
F6.- Factor de acoplamiento 6 

F0.- segmento hidrofóbico de la ATPsintetasa 
SMP.- partículas subrnitocondriales 

SMP-A.- SMP preparadas a pH 9.2 
SMP-STA.- partículas A extraídas con Cic1do silicoti ngsticq 

AL . - micra 
Q..- ohm 

DNA.- ácido desoxirribonucléico 

aa.- aminoácido (s) 
rpm. - revoluciones por minuto 
NAD.- nicotín adenín dinucl•cc¥ti.do 
NADH. - nicotín adenín di.nucl.e6t.i..io reducido 
Sat.- solución saturada 
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1. 	GI.N1..1fA1.,.11)Al.)I.S 

Estructura rni.tocondrial. 

rri las células eucar'ic5ticas, el lugar donde son oxi-

dados a CO2  y II20 los carboh.i.dratos, lípidos y <:Irn.ino íc:i-- 

dos, conserv41nc1ose_ parte de la energía liberada en forza 

de ATP, es la mitocondria. 

Las mi tocondrias son nrk anclo s ,ubce.ulares cuya 	- 

forma y número varía de un tino celular a otro, por' c 

pío, en las células de levadura son esféricas, en la: c3-

lulas hepáticas elipsoidales y en las renales presentan - 

una forma cilíndrica. 1•fi.deri alrredcdor de una a dos mi - --

eras de diámetro. Son mas abundantes en los tipos celula-

res que requieren altas concentraciones de A'.ii', que es el 

producto principal de su actividad bioquímica, corno las - 

células Musculares que realizan principalmente trabajo me 

cónico, las células epi'teliales que realizan trabajo os!r:o 

tico, transportando activamente solutos de un lado a otro 

de la membrana en contra de un gradiente de concentración 

o en las células hepáticas que realizan numerosos pr.oce-- 

sos biosintéticos. 'Cal es su abundancia, que en las célu- 

las del músculo cardiaco constituyen tal 33% del volumen - 

total de las mismas y en cc'lulas hepSticas el 22°x. (1,2). 

Las mitocondr.ias poseen dos membranas (1ig. 1): la - 

membrana eX'tC?Y'Ilí] es lisa I7 centras que la inter'n=_t se en-- 
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cuentra plegada en "crestas" o 	 lo que le --

con fiero una supor 1 j.c :ie mucho mayo e Adons , es t.5 recubierta  

en su cara interna por pa e t: !cu 1 as es 1 e e Le as de a prc)x imaclarnon 

te 85 nin de diinot ro espac Lacias x'egu la rIner te , que fue ron des 

crasas por }'er'r nctezNorín con .1 a tcriica de teñido por con-

traste negativo (3).  

La rnombx'ana interna del mil ti el compct et .irniento interno 

del organelo , o rna triz mi, t COfl(lp.L,.tl , fase ge la t inosa que- con 

tiene un 50 ie prote !nas solubles , DNA mi tocondrj al y riba-

somas En la rna t riz ini, tocrndr.ial es tan Local .L zad15 las enzi.- 

mas de la oxiaci5n de Los acidus acido 	 grasos y la mayor parte do 

las enzimas del ciclo de los SoLios teicai'boxílicos (1 , 2) - 

La membrana iii Lerna contiene las enzimas (lile intervienen en 

el transporte de electrones y la fosforil.aci6n oxidativa , a- 

corno ciertos sistemas -.-"e transporte. En ella se localizan 

la succinato deshidrogenasa  los ci. tocecinos U • e , o , a y a 

asociados al trasnj;;orte de electrones y la os-x:Tasa asocia-

da a los mecanismos de la síntesis del. ATF La membrana mito 

condrial interna contiene un 75 de proteínas y un 2 	de lí 

pidas, de los cual es ci más carcicterís t ico es la carciiolipin:. 

(3). E el sistema inembranal que tiene la relación proteína/ 

lípido más alta Nene un nbundante contenido de :.rotefnas - 

estructurales y una permeabi lidad a solutos altamente selec- 

Lt membrana i.tocondr.rai ex terna contiene enzimas que 



realizan diferentes funciones entre las que se encuentran: 

la Acil-Co A sin tetasa, la monoarnino or LCirasa, la NADE{ CiLo- 

cromo b5 reductasa, la plice.ro Íos fato ac:L1t:C`cin::iferasa, 	la 

quinuren.ina 3 mc;nox:if;en.:ts.:l, la foslolipasa Al y una 1errosul 

foproteína entre ott`as. Es rica en colesterol y fo'¥.fatic.lili- 

nositol ('t). 

La permeabi.lidad de <:1rnbrl:s r;l( rnbranas es también di.feren- 

te. en tanto que: la membrana mit 1concirial externa es 1¡Í)re- 

mente permeable a moléculas de peso molecular de muchos mi--

les, la interna es impermeable a moléculas incluso relativa-

mente pequeñas, de piso r!1o1.ecul..lr' entre los 100 y 150 dalto-

nes, así como a iones tales como H, K } , Na y C1 , (ti) para 

el transporte de los cuales L'c (.jll:d.ere de varias perrneasas, --

que son transportadores de metaboli.tos específicos a través 

de la membrana. 

Funciones m.itocondriales. 

Las mitoconCirias participan en diversos e importantes - 

procesos bioquími.cos: 

a) Síntesis de proteínas y de ácidos nuclel.cos, que se 

lleva a cabo en la matriz m:i.'tocondr'.ial. 

h) Transporte activo de metabolitos a través de la mem-

brana interna, que es un proceso dependiente de la fosforila 

ción oxidativa. 
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c) p-oxidaci6n de los ¿ciclos grasos, que se desarrolla 

en el interior de la matriz m:i.tocond ':i,_i.l 

U) Cielo de los ácidos tr:i.car'box.í.l.icos, que se lleva a 

cabo en su mayor parte en la matriz mi. tocondrial , produc  producien-

do los equivalentes reducidos que intervienen en el proceso 

de la Cosí or.i. Loe ión oxidativii. 

e) 	Transporte de elect voncs , que t: ieene lugar en la mem-

br'dn21 interna mi tocondr'.io1 . La energía que se genera durante 

el mismo, puede acoplarse Cal transporte de metal)o11tos o - - 

i:):ién a la fosforitaci6n ox ida tiva. 

i ) l'cs ori.laci6n oxido t:iva , se verif tea en la membrana 

mitocondr'ial tnterna y resul.t._1 en la produc_cic5n del ATP. 

Los iíitimos tres eventos d, e, y f , pueden medirse ex-

perimentalmente por el proceso metaból.i.co  conocido como res 

pirac:i 6n 

l..a mitocondr'ia puede participar en otros procesos meta 

bóiicos que son característico del tejido al que pertene-- 

een, tal es el caso de las mitoconclrias del tejido hepático, 

que llevan a cabo la 1.ipoginesis, la glucone_ogenesis y el ci 

elo de la urea, el cual tarnbien se observa en las mitocon--- 

drias dei tejido renal. 

a) Síntesis de protc.i.nas. 

1)e las TII.Ltuconili'l..i:.i a r ludas , ,3e han podido ex"tr'rier to- 

dos los componentes requeridos para la síntesis pr'otE¥1ca, -- 
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incluyendo  ri.bororcc,a ; y 1NA r'it)osomal , enzimas ac t .iva.lores de 

aminocciddos y RNA (le trr:111srerenc1a, todos Los CUd.l.es  non d.is 

tintos de los que in terv.ienen en la síntesis pro tica extra- 

rnitocondr.ia:L de :Las célu Las cucar i ta.o;ls, pero; inli.:1 tr(:s a - 

:tos de 1.as c(_  luid 5 procai.'iontc:>. Ls te hecho apoy,l la h.ipote-

sis de que 1.a i In.1i:.oconCiT"'LdEi surgieron a partir (te. endosinibi.on 

LeS, parecidos a bacterias durante la evoiucl.cn de las cE:.LlI- 

l.as ellciir.iü't icas (5), 

La mayoría de las enz_irnas :ni t:ocondriai es  e cin co.li1 ic idas 

por cromosomas nuclearci  y sintetizadas en r'.1L)osol)lciu citoplas 

micos. Sin embargo, se }la comprobadlo que tres componentes de 

la citoC romo 'Oxl(:Easa, las cuatro prote ínas }1idr'of6bica:i del. 

compl.e_jo ATPasa, uno o dos del complejo eitocrolna b, y una - 

proteína necesaria para el ensamble del citocrorno C, Sorl co-

di f icadlos por el I)NA fmitocondr .ial. (6) 

Por otro lacto, en 1963, Luck demostró que en N. crasa 

durante el cr<ci.rniento exponerlc_ial, la for'nllciórt do nuevas - 

initocondrias se lleva a cabo por división de las ya existerl- 

,. l.s  (3). (:.  

b) Transporte de i11E td1Xi ]_.Ltos en membrana interna. 

Vil ciertas condiciones , '..as ntitocondr1.as pueden emplear 

una fracción c,igniU i.cat::iva del total de la energía T'espi.rato 

ria disponible para fines di.sti.ntos de la fosforilación del 

AL)t'. Una de astas 1Ct lvicl¿i(:Ies es el, tr'anspor'te de ciertos 
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rnetabolitos y de iones a travc,;:u de la membrana mitocondr'ial 

contra gradientes (le concentración. 

L.xisten en la membrana If11.tocOftCll`1(.11 sistemas de trans--

porte específicos para el ADP y AT}I , el fosfato .inorgánico, 

el p.iruvato, citrato, succinatl"), -oxoglutilrato y malato, --

así como para los aminoácidos .1 iprlr'ta'to y glu"tarnato. Recien-

temente se ha sugerido una translocasa para e1. i n amonio --

(7) . Dichos sistemas reciben el. nombre. Coc transportadores , - 

transolcasas o porteadores. Son sis te,^.a S activos, debido a - 

Que solo en presencia de energía de la Sosforila:ci6n oXi:ic'.tl 

va transportan metabolitos en contra de los gradientes de --

concentraci_6n . 

Acumulación de Ca .- Leas mitocorldrias de los tejidos a 

nimales pueden acumular t Zmb.ién algunos cationes, particular 
++ 

mente Ca 	en contra de gradiente en un proceso energética-- 

mente acoplado con el transporte electrónico (8). Por cada - 

par de electrones que pasa desde el NACiH hasta el oxígeno, - 

se acumulan 6 iones Ca++  procedentes del medio, dos por cada 

centro de conservación de la energía. 

++ 
Los iones Mn++ 

	++ 
1,e 	y Sr 	se acumulan de un modo seme 

jante en las mitocondrias; pero no así el. Mg 	El mecanismo 

de entrada de Ca++  y el de su liberación parecen ser diferen 

tes (8). 

e) -oxidación de los cidos grasos. 
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Luz Scido: grasos libres proceden o bi¥n dc la cot`cien-

te aaoOuInea, en la que son transportados unidos a la scrnal 

b¥mina o de la hidr6lisis de los líyidou intrucelularuu, Son 

activados por es ten i[icucicncon Co A para [ormar ésteres o-

cIlicoo de la Cu A en la membrana miLooundz,iul externa y se 

convierten Jcopu 	en uLenue 0-acil grasos de carnitina que 

pueden atraveuac la membrana inLerna mitocondrial hasta la - 

matriz, en donde vuelven a Uurmaroe los 6uteras de acil-gra- 

so de Co A. Todas las cLupao subsiguientes en la oxidación - 

de ácidos grasos se realizan en forma de sus esteres (le Co A. 

Las eliminaciones oxidativas sucesivas de unidades de - 

ucetil Cu A de los acil-Co A grasos saturados de cadena lar- 

ga , reciben el nombre de -oxidaci6n, rindiendo en cada ci-- 

clo del sistema un acetil Co A y un éster del Co A de un ci 
 

do graso con 2 tomos de carbono menos. 

Los hidrÓDenos producidos en dos etapas de deshidrogena 

ci6n, fluyen hacia el oxígeno a través de la cadena res pira- 

tara y se acompaña de la fosforilaci6n oxidativa del ADP. A  

su vez, el acetiI Co A formado durante la oxidación del cci- 

do graso, se oxida hasta CO2 y H 2O al ixcorpocarae en la sin  

tesis de cicuaLo al ciclo del ¿cido trlcarboxIlico .  

Reopiración. 

Cn el Proceso de la respiración, las cIuIas acr6bicao  

. 	 V 
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obtienen  c>_nerf;:i.<.1 a partir rae la o;::iclalci.6n c1e rne aGcu].ri::, uOm- 

bustilAes por el ox:í.gcnc.) rnole u:Lar . (7ic 110 proceso se ver 1.17  i 

ca en tres Cases: la primera comprende la forrnacci6n por (-les 

carboxilaei6n oxidativa del p:i.ruvato procedente de la l;lucó 

li.si.s , cde la P-ox.Ldación de los lciclos grasos y cle la oxida 

ción de los aminoácidos. La segunda da fase se conoce corno ci-

clo de los iciclos 'tricarboxíl.i.cos , que en las células aeró- 

bicas constituye la ruta común final, de la oxiclac.icín de 'to-

das las molccu.las combustibles. En este ciclo, los grupos - 

acetilo de la ace'til-CoA son enzirnát.icamente degradados pa-

ra formar dos moigculas cíe CO2  y r4 pares de átomos de h.idr6 

geno cuyos electrones se incorporan a la tercera fase, la - 

cadena respiratoria, constitu:í.da por una serie de acarreado 

res de electrornes que los transportan hasta e.L oxígeno mole 

cular con un descenso considerable de energía libre, de la 

cual, se conserva gran parte gracias a la .CosEorii.acioll del 

ADP para dar ATt, en el proceso llamado fosforilasci6n oxida-

tiva. 

Las dos lllt:LJnes fases CAE' la rees1?.Lraci.6n : el ciclo de - 

los ácidos 'tricarboxílicos y e.L transporte electrónico aco-

piado a la fosforilaci.on oxi.dati.va , se llevan a cabo en .La 

nra'tri z y en la membrana interna de las mitocandr las respec-

tivamente. 

d) Ciclo de los cidos tl.ic.arboxía.i 	. (rig. 2) 
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I,1 ciclo die los ácidos tr'i.c rboxíli.co, 1 é pos tulado 

por pr':i.rner.a vez en 1937 por, Kr,ebs y John:_;on (1) , con ci - 

nombre de cid o del ,ícido c í t:ri.co. Desde entonces ha ::sitio 

ampliamante es tucl i.ac)c, y c1e5c r' i t:o con mayor de talle 

La El1nci6n primar'cia del c.icl.o de lo,' ¿c idos triclr--

boxílicos, consiste en la de: 11.idro ,enac:ic5n del.:iciclo accí- 

tico para .formar en ul timo teem.i.no , 2 moléculas de Ct:12 y 

1; paresde ¿:tornos de hidr'6F;ceno, proceso que es ca til  i.z lclo 

Por una ser':i.e cicli.ca de reacciones cc)nsecu1iv,:i ;s, como se 

rtluestca en la F'ig. 2. 

En cada vuelta de. 1. cielo se Lr1coruUrc1 una tnC)l écula - 

de ácido acético equivalente a 2 éltC)lilC u de Car'Úorlo, en - 

forma de acetil-CoA, que 1')or conderlsac.icin con el ácido -- 

oxalacc¥'tico, iorma el cido cítrico. i'c)steri:orrncnte éste 

pasa a cis-aconítico por pc rc).i.;.la de una mo1c»cula de agua, 

que se adiciona al mismo en la sigo ic nte reacción del c i- 

clo produciendo el ¿icicIo :isc,cí.tr.'ic:o, el cual es oxidado a 

ácido 	-cetog;lutár'ico y CO2 por la isoc:it:r':to ci ec hi<.lrot;e- 

nasa NAD-dependiente, enz inl,3 alost¥i'.i:c;a ccti.vc1',l.e por' At)C'; 

ésta es la re<lcc:L6n limitante del. ciclo. 

En esta ceaccin el piar de ítomos de }lidr'ágeno rlue - 

se produce por la oxidac:i6ri del isocítrico, reduce al NAD. 

L'1 ácido d-c..etog1.ut ir.i O, es oxidado a succ iri ib CoA y -- 

C;O 2 , nuevamente el par 	de < tomos de hidrógeno 	pr'oc.iucido 	- 

por' la oxidación, reduce a 	un,:l 	molécula 	(le 	11/11). 	La 	c)ettaci 



laoi6n de la succlnil CoA, conduce a la fomxaci0n de succi 

nato libre y GIP, quo transflcrc su grupo tos [ato cecminal 

al ADP en una ios[uriIaci6n a nivel de sus trato 

Cl iici.do suucInico, es oxidado a [um¥rlco por la suc- 

cioato deabidro8enaaa, que contiene l\D como grupo proutó- 

tico, el cual se reduce al aceptar cI par de tonos de hi- 

drógeno producidos en ó;za reacción. La fuma pasa cato liza 

la hidratación del cido fum¥rico a l.-mílico, que es oui-- 

dado por la L-malato deohidrogenaaa NAD-dependiente y se - 

regenera una molócula de ícido uxalac¥tico, cenr¥mJooe así 
 

el ciclo. Esta reacción es la productora del Ultimo par de  

itomoa de hidrógeno del ciclo. 

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

Los pares de electrones procedentes de los intermedia  

ríos del ciclo de los ciduu tricarboxIlicoo y de otros --

sustratos, son transportados a lo largo de la cadena respi  

ratoria hasta el oxígeno molecular, aceptor ltimo de clec 
 

trones en la respiración. Dicho proceso es llamado trans--

porteelectrónico y es la fuente energética principal de -  

las actividades celulares, debido a que libero una gran --  

cantidad de energía libre, la mayor parte de la cual se -- 
~ 	 ' 

conserva en forma de la energía del enlace foa[ato del 87y, 
v 	 ' 

producto del proceso denominado Íooforilación oxidativa.  

Cl NADE 1rnce1ente del ciclo de losácidos tricarbouI  
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1.ieos, cede sus (los ea.eet mes y un 1)rot5n al, grupo trans fe 

ridor FMN, regresando a su forma oxidada NAD+ , mientras que 

el FMN capta un protón adicional del. medio _i.ntorno quedando 

así reducido a FM 11 . ha rnolécu La de F 1-SN está un.i da a una - 

proteína integral. de :La membrana interna rn.i_tocondriril , a la 

que probablemente atraviesa por completo. 

No se conoce bijn el mecanismo poi medio del cual el - 

FMNH2 transfiere los 2 átomos (le hidrügeno desde la super--

ficie interna de la membrana hasta la externa , en donde los 

átomos son ionizados y los protones liberados al medio ex--

trami.tocondrial, en tanto que l.os 2 electrones son transfe-

ridos a las ferrosu:Lfoprotteínas, que actúan como trar.sferi.-

dores de electrones de la fase externa a la interna de la - 

membrana. 

Las ferrosulfoproteínas ceden el par de electrones a - 

la ubiquinorra o coenzirna Q, molécula cíclica que contiene 2 

átomos de oxígeno y presenta tres estados de o:•:idación posi 

bles . En el estado de máxima oxidación, o forma qu inona , --

ambos oxígenos están unidos al anillo por dobles enlaces. - 

La forma senri.quinona o QH" se origina por la unión de un ¥i-

tomo de hidrógeno a uno de los oxígenos. ln la forma más re 

ducida o de hidroquinona (QH2), ambos oxígenos cst:án unidos 

a átomos de hidrÓgeno. 

En el ciclo de la coQ propuesto por Mi.tchell (1O), dos 

moléculas de ubiciuinona captan respectivamente un l'?iectr6n 
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proceden ie de lar; ionrouul[opzotc.no y tornan oro tunca del 

medio para forma  dos mol¥cula: de ccmiquinona (;H: ), que a 

su vez reciben dos electrones del citocromo h y toman dos - 

protones mdu del medio inttramiiucondriol formando asI dos - 

moléculas de hidruquínona (()U 2 ). bebido a que la uhiquinona 

es soluble en la matriz lipTdíca de Li ncmbraua, es posible 

que sea mdviI i migre a ono ? ocno laúo de 1 t membrana, En 

el ciclo de la coD propuesto, las dos moléculas de bidroqul 

nona atraviesan la memb,ioa desde la sul.crficíu interior, - 

douda donde toman un iota .1 de 4 ¿Lomos d= hitirdOcno ` hasta 

el exterior, donde cada moldcula de 0U.) cede un eloc t r¥n a 

la siguiente mnlicu]a de la cadena respiratoria, el citocro 

no o1 y libera un H+ fuera de la miLocmsdria. De este modo, 

serian transportados un tuco de 4 proLoncs a travdy de la 

mombraoa. 

las moléculas de ubi'\ui000a aue se encuentran en esta- 

do de oemiquinonas, completan el ciclo regresando a su esta 

do de máxima oxidacl8/i : cada una cede su protdu restante al 

medio externo y transfiere cl cIectr6n asociado al citocro-

mm b, con lo que han sido Lrunoportudmu y expulsados , un Lo 

tal de 6 yrotoues. 

Los dos electrones transferidos al citocromn c prosi- 

guen 	upor toda la cadcna res7ica¥oria hasta el f inal Suceai Q en 	 ^ 

vamente son transferidos del citocrumo e1 , incluido en la - 

superficie exLerior de Io membrana, hasta eI citocrorno o co 
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locado también sobre la siei' .LC1C ex iera ; a cont inuaci 6n 

los electrones pasan a los componentes cte l,.-¡ e itec romo C)X.L-

dasa al ci toe romo a, para atravesar por 61 t lina vez la mcm-

brana hasta el ci tocromo a el cual es finalmente oxidado - 

por el oxíg(3nc molecular. El ¿ t:orno de oxígeno acepta los 2 

electrones y 	ipta dos protones del medio in tramni tocondria 1 

para for:::ar .. 

f) 	ros fori..I c i (In o:ida tiva 

El prin..; ro en postular que la los fon ioc i6n se acopla 

con la respi. raci.6n en te idos animales fu Enge 1harclt (1),  

en la Uni6n ovitica , al. comienzo de los años 30; pero la 

evidencia clara no se tuvo hasta después de la Uonmnu 1 aci6n 

del ciclo de los ácidos tricarboxílicos en 1937. En 1048 

Kennedy y Lehninger (1 ) , aportaron las pruebas experimenta 

les que permitieron sugerir que la energía de oxiciorrcduc-

ci6n desde el NADH hasta el oxígeno, se trans forma en la - 

energía 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 energía a par-

tir de los cálculos de la vani.ac.i6n de energía libre que - 

se produce durante la transferencia de un par de equivalen 

tes electrónicos en cada una de las etapas sucesivas de --

transferencia electrónica de la cadena respiratoria. 
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Por` mttoc1os experimentales CIirec tos , ensayando porci.o- 

nes especííi.cas de la cadena respiratoria para determinar - 

su capacidad de formaci5n rde A'I'P, se ha demostrado que es-- 

tas zonas son realmente. los centros de Ltcopiamienacoplamiento de enes 

gía en la cadena resp:L r a torta 

Se designan cono: 

Si Lío 1: e.1 tramo comprendido entro el NADH y la caen-

z.ima Q 

Sitio 1I:: el tramo entre el citocrorr:o b y e l ci tocromo 

e 

Sitio :L1:1: entre el c:itocroino e y coa oxígeno. 

La oxidación mitocondr:i.ci i de los sus tratos ;JAI}-depen-- 

clientes como: citrato, glutamato, d-e topiutar:ato y malato, 

conduce a la formae_i6n dci 3 moléculas cle ATP por ::homo de - 

oxigeno reducido. Los metabo.11.to`i que son deshidrogenados - 

por las fluvoproteinas, como el succinato, evitan al sitio 

1 aportando sus electrones directamente a la ubiquinona y - 

rinden por lo tanto sólo 2 n'toldeulas de ATP por ,`.itomo de --

oxígeno reducido. 

Control respiratorio. 

fi transporte electrónico se efectúa a una velocidad - 

máxima en las mitocondri._is intactas, solamente en presencie 

de ADP y fosfato. Cuando fal.t<_r ADP, la velocidad pie la res- 

piracián es muy baja y no se produce fosforil.rción debido a 

la inexistencia del aceptor de fosfato. Este estado de cepo 
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so de la respiración se conoce como estado 't . Al añadir --

determinada cantidad de ADP al s.istern,a, el consumo cfe oxí-

geno se incrementa bruscamente basta un valor máximo, .i.11. - 

mismo tiempo que el ADP añadido es fosforilado .a ATP. Este 

estado, se conoce como resp:iraca6n activa o estado 3. Cuan 

do se ha fosforri.laicdo el Ahi' añadido, la velocidad de ec_nsu 

mo del oxígeno desciende bruscamente volviendo .:¥ 1. es todo 4t . 

Este fenómeno en ci que la velocidad de transporte es con-

trolada por la concentración de i\I)1' se llouna control pot - 

el aceptor o control respiratorio. 

Como resultado de las t't'cln:i.LC.l.Qne i entre Ic:. estados 

respiratorios 4 (sin AGI') y 3 (exceso de ADP) , las mi tocan 

drias experimentan cambios ul t: <<estructura.les, efecto que 

fu é descrito por primer¿¡ vez por Hackenbrock (1) . En auuen 

cia de ADP, la matriz llena completamente el interior mito 

condrial, se le ha denominado c onfor:naeián ortodoxa. Al a-

ñadir ADP y pasar al es tildo 3 de .la respi r. cién , la matriz 

se condensa hasta un 50% del volumen en el estado ortodoxo 

y las crestas se pliegan mis es trechament ', dando lugar a 

la conformación condensada. 

Tales cambios conf ormacionales parecen -tener importan 

cia en cuanto al acercamiento c e los crestas y por lo tan-

lo de las enzimas membranales entre sí, así como en las --

concentraciones relativas 1ntr. ami tocondriales de los meta- 

bolitos (11). 
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Agentes inhibidores y desacoplan tes. 

La función acoplada de l.a ox.idacivn y la fosforilacián 

es alterada por agentes desacoplantes, que X11 mismo tiempo 

que estimulan el consumo de oxígeno en m.i toconclr:i.as .intac--

tas en ausencia de A1)P, inhiben la fosfori.lación en presen-

cia de ADP _y provocan un gran aumento en la actividad hidro 

lítica sobre el ATP. Entro los desacoplantes se. encuentran 

el 2, ¥¥, dinitro fenol y el I'CCP. El mecanismo de acc.ión de 

los desacoplantes es debido a que promueven el paso de U4 a 

trav'_s de la membrana interna de la mitocondria. 

Una segunda clase de agen tes , los inhibidores de la - 

fosforilaciún oxidativa, impiden tanto la estit:iulacián del 

consumo de oxígeno por ADP, como la fosfor.ilaciún de éste 

a A'IT Un inhibidor prototipo es el antibiótico oligoniicina 

(12) . La acción de este inhibidor sobre el consumo de oxíge 

no inducido por ADP es anulada por los desacopl ates. 

Unc? tercera clase de agentes modifica dones del proceso 

de fosforil¥lc ián oxidat iva , son los iont¥fonos , que requie--

ron la presencia de ciertos cationes monovalentes para e jer 

con su actividad, formando complejos liposolubles con ellos, 

que atraviesan la membrana y acumulan los cationes, lo que 

impide que la energía de la respiracion pueda ser utilizada 

en la síntesis del ATE. Un ejemplo es el ant:ibiót:ico valino 

micina ( 9 ) 
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Reacciones parciales de la fo::uforilac,i.ón oxida tiva. 

Cuatro cic las reacciones catali.zaclas en la mitocondri.a 

intacta, se consideran  etapas individuales del mecanismo rne 

diante el cual se forma el ATP durante la fosf-orilación oxi 

dativa. Tales reacciones parciales parecen llevarse a cabo 

sin un flu=jo neto de electrones a lo largo de la cadena res 

piratoria. La pr'irnera es la actividad NIT saca, que es nor- 

rnalmente muy baja en las mitocondrias, es estimulada por - 

desacoplantes y característicamente inhibida por la oligo - 

inicina. La segunda reacción es el rápido intercambio de fos 

fato inorgánico marcado con 32p con el fosfato terminal del 

A'I'P en ausencia de transporte electrónico. Este intercambio 

ATP-Pi es inhibido por el 2,4, ctinitroferial o la oligornici- 

na. La tercera reacci6n parcial es el intercambio fosfato-a 

gua en la que se intercambian 1tomos de oxígeno del agua - 

del medio con los del fosfato inorgánico, sin desaparición-

neta de fosfato. Es también inhibida por el 2,11 , dinitrofe- 

no]. y la oligornicina. La cuarta reacción parcial es la rápi 

da transferencia del grupo fosfato terminal del A`I'P al ADP, 

llamada reacci6n de intercambio ATE'-ALW que resulta también 

inhibida por el. 2,11, din.itroferiol y la oligomicina. 

Mecanismo de la fosforilación oxidativa. 

a) Hipótesis del Acoplamiento Químico 

Propuesta origina7.rnente por Slater can 1953(1), como un 



mecanismo para jnCerprot;r ]n Iocfo.il'/ci6o ox irla tiva' Se 

Oóo el cual la reacción de t raes feroncia el cc: tcñnica pro-

ductora de ener8.a, se acoyla a la [ormuciç5o de A1P a par 

tir de ADP y Pi, consumidora do cnurFIa, a tu/vús de un - 

compuesto intccmcd ion io de elevada enecCía producido du--

nante el transporto electrónico y uLi]izado comm reactivo 

en la Ioo[orilaoi6n del 8DP a A?P. Dicho hip6cceia tiene 

dos serias limiLaciones, Una de ellas es que ninguno de - 

los propuestos intermedía,íos de alta oovr'gío ha sido aiu 

lacio duupu¥o de 28 años de bcsqueda. Lu scCuoaa es quo la 

hipótesis del ucnplumiento :;uImlco no explico aatia[acto-

riameute el hecho de que la mcmbrana olt:ocondrial in1:orna 

deba peomanccec intacta y cun tlnua como una xac £cula ce- - 

rzada para que tenga lugar la [os for!lucióo ozldativa' Es 

por astas y otras razones que no ha prevalecido. 

b) Hipótesis del acoplamien Lo por cambia do conformación. 

Postulada por Doyer y colaboradoros (1). Sostiene -- 

que   Ia energía producida en eI transporte de elecLrooes, 

se conserva en forma de cambios con [ormaciunalua provoca-

dos en una proteína transportadora de electrones o en la 

moIócula del factor acoplan te (ATPasa ?1 ). Dicho es todo - 

cÓnformaoiooal de elevada energía sería el resultado de - 

modificaciones en el nCmero y la localización de los enIa 

ces débiles que mantienen la cnnf orroacióo tridimenoiooal 

.,, `¥ 	de la proteína, que al volver al estado de baja energía - 



provc:erí., la energía necesaria parra la tor¡n,i< .i.ón (le ATP a 

partir,  de A1:)1' y fosfato. l,os cambios f i.sicc:oclu:írnicos ráp.i- 

dos que experimenta la membrana m:it:ocondri r1 interna con-

forme los electrones circulan d t:r<:zvc"5 de la cadena respi 

ratoria, sugieren la posib:i.ti.dad de un cop].am:.i.entu con-- 

formacional , así como .Los cambio espectaculares produci-

dos en la mitocondria al. pasar del estado 3 al 4 de la --

respiraciSn y viceversa. 

c) 	Hipótesis del acoplamiento rlui.mio: m6tico. 

Propuesta en 1961 por Mi tchel t. ( 1) , sostiene que ei 

acoplamiento del flujo de la cnert;ía del transporte clec 

trónico para .l.a forrnac i6n de A'1'[', se;_ debe a un estado in 

terrnedio de energía elevada y no a un compuesto químico. 

Dicho estado intermedio de alga energía es producto del 

gradiente electroquírni.co de protones a través de la mem- 

brana mitocondrial interna, generado durante c 1. 	transpor 

te de electrones. Ya que la membrana constituye una par'-

te integral del mecanismo de acoplamiento, debe estar in 

tacta en forma de una vesícula continua y cerrada Para - 

que se verifique la íosforLlación oxidativa. 

Mitcheli postula que el papel de los transportado--

res de electrones en la cadena respiratoria, es el de --

bombear protones transportándolos desde 1.a matriz rrli -to-- 

condrial a 'través de la membrana interna, hacia la fase 

externa generando un gradiente de protones. 
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Se considera que e L grac:}.iente de protones es proc}uc.i-

cio durante e.L transporte eiectrán.ico, gracias a una ordena 

clon vectorial especítica de- las proteínas transportadoras 

de electrones en la membrana mi tocondrial in terna , de modo 

que las reacciones en .las que se ¿.1bso1'ven protones se pro-

duzcan sobre su cara interna y .las reacciones que producen 

protones tengan lugar sobre su cara externa. La energía l¡ 

bre almacenada en el gradiente de 1S-1  está en función de la 

concentración relativa de II + rl través de la membrana y se 

ha llamado fuerza protón-motriz. Se calcula que 2 o más --

protones son bombeados fuera de la mitoconclr.ia por cada --

par de electrones que pasan a través de cada centro con ser 

vador de energía . 51 gradiente de protones rico en energía 

es utilizado entonces para provocar la formación de ATP a 

partir de ADP y P.i en una reacción vectorial: en La que in-

terviene el complejo AlTasa de la membrana interna. (Ver - 

figura 4). 

La mayoría de los resultados obtenidos hasta ahora, - 

son compatibles con la teoría qu.imiosrnóti.ca. Se necesita - 

una membrana mitocondr.ial continua para la fosforilación - 

oxidativa, se ha comprobado que aquella es impermeable a - 

los protones y que los componentes del transporte electro- 

naco se distribuyen a imetricamen'te a ambos lados de la --

membrana, por lo que la cadena de transporte electrónico - 

puede bombear protones hacia el exterior. Además de ha vis 



Figura N 	 ii.: (,/ 	F'C)( I I,r\(.: I(;I] OX.I ()r1'1'I V!'\ 

[)l: /\(uf:i•;l)O (:OId I,/'. II[((?'i'L.I:_ DI. t•lI'i'í'f(I.:(;L. 
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to que la, [onmac1óo de úT|` va acompañada de la entrada de - 

protones. Por otra parte y en concordancia con los postula-

dos de MitchelI, se ha demostrado ie los agentes úesaoo---

planteo como el 2,4,diniLno fenol. , pex,niten a loo protones 

atravesar la membrana miLoounJriul disipando el gradiente - 

Je protones generado por el transporte uleciróoico, 

Mitchell ha indicado que no todo el gradiente eluctro-

gu.rmioo necesario ha de maniteutarso en forma de un gran -- 

¥o8 a través de la membrana, sino una parte de ól es aporta w¥ 
do por una diferencia de potencial eIócLniou 	de acuer 

do con la fórmula general: 

- % 

en donde 	poteociaI eIoctroqulmlco o fuerza pro- 
=¥  

Lomotniz 

u/z diferencia en el potencial el&trlco a 

tmav o de la membraoa 

Z 	2.3oRT = 50 mV a 26 «C 

¿yU 

	

	diferencia de concentración de protu-- 

nec a tcav¥o de la membrana 

1' 	constante de Faraday 

R 	constante universal de los rases 

7 = temperatura absoluta 

2.3 	factor de conversión de log natural a 

log de base 10. 
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INT ROL) UCCTQN 

E structur¿: : e la AlTasa . 

El complejo de la f1'I' 's intetasa (13), situado en la mcm 

brava interna rnitocondrrial, lleva a cabo la síntesis de A'I'P 

acoplada al transporte de electrones; en dicho proceso la - 

fuerza protornotriz generada en la cadena respiratoria es --

convertida reversiblemente en emergía química contenida en 

la molécula del Adenosín tritosfato. Estructuralmente, el - 

complejo de la A`rPsintetasa est i for.':nado por 3 segmentos: 

1) El segmento hidrofí:Lico o Factor I'.1 que catalina - 

la síntesis o hidrólisis del A`1'I'. Identificado por Racker y 

sus colaboradores (14) corno las partículas antes observadas 

por Fern¥indez-Morán en la cara interior de la membrana mito 

condrial interna. 

2) El segmento hidrofóbico o Factor FO , localizado en 

el interior de la bicapa lipíd:ica de la membrana y cuya f'un 

ción principal es la de permitir el paso de protones a tra- 

vés de la membrana. 

3) El segmento de unión entre los dos anteriores, cons 

tituído por dos proteína: diferentes: la OSCP o proteína --

que confiere sensibilidad a oligomicina y el factor de aco-

plamiento 6 o F6. (Ver figura 5). 

1) Segmento catalítico F1. 

Es una enzima esférica de gran tamaño, su peso rnolecu- 



FIGURA # 5, ESQUEMA DE LA ATPSINTETASA 
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lar es timado por fil trae i6n en gel 	es de 	360 	000 cialtones y 

347 000 por ulrmsccntri[ugaci6n. Está constituida 	por 5 sub 

unidades diferentes denominadas v/, 	¥, / y'` 	l y ¥, 	con 	pesos 	- " 	- 

moleculares de 	55 	000, 	50 	000, 33 	000, 17 	000 	y 	7 	600 	dal to 

neo reopectivamcntc, 

Las subuoidadeu 	y 	con tienen cI centro autivo, su - 

eotuquiometr.La probablemente es 3 2. Cl uliC6mero formado - 

de 6 a 4 subunidades lleva a cabo la reacción de síntesis - 

de ATP a partir de los substratos /\DP, Fosfato y una fuerza 

proLomutpiz de un valor cercano a los 200 mVoLtc, Aparen te- 

mente la subunidad 	posee el sitio catalítico y la 	act¥a 

como regulador de La actividad unzim tica, debido a que po-

sea un sitio de fi'aci6n para los aJeuIo-nucIe3t idos , 

Las cubuoIdadec'', ¥, y , parecer es ter involucradas 

en la apertura del coual para permitir cl paso del prpT6n. 

Su estequiooetría parece ser 1 l l. 

Asociado a la 7l se encuentra además el inhibidor na-

tural de la AIPasa, un p¥ptido pequeño Je peso molecular - 

1U 000 daItonua en las miLocondr1ac de coraz6o de reu, en 

donde fu aislado y descrito por primera vez por Pullman y 

Moocuy (15), Regula la sInteoia e hidr6lisis 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 metabólico, decidir si 

el gradiente debe ser utilizado para la síntesis de AIP, - 
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en cuyo Cc7S() activará la AT1's.i nt:e taL a , o b_l.en , para Lavoro-- 

eer los procesos de transporte cle iones por inh.i.bl.cion de la 

actividad de la A'T'('casa, ya que ambas íunc iones compiten por 

la utilización del gradiente de protones. 

2) Segmento bid rof6bico U0 

Formado en mitocondr:ias aparentemente por rr l,r¥gt:icio::, in 

tegrales (4) de pesos rnolecul.:rres: 29 000, 22 000, 12 000 y 

7 800 daltones. Siendo su componente principal un proteolípi 

do de aproximadamente 8 000 daltones ele pepo molecular que - 

se encuentra como hexrímero. La f unc.i.ona 1. i.clacl de ts te pro tco-

lípido como proton6i oro se ha demo_, tracto en liposomas (1 1) 

El canal de protones estará farmacia poro uroteinas h:idroC6bi- 

cas que se extienden a lo talgo de la bicapa 1.ipícliica, manto' 

niendo en su arreglo oligomé.rico los residuos hidr'o.f 6bicos - 

hacia la parte apolar de la bicapa y las cargas en el inte-- 

rior Cfel canal.. Esta estructura molecular, perinit rí el paso 

del protón ya sea por asociaciones sucesivas de c ste con los 

residuos cargados del canal o simplemente por cfif usi.ón en un 

"poro de agua". 

3) Segmento Estructural. 

Formado por ríos proteínas, la OSCP (18) o roteína que 

confiere sensibilidad a la ol.igomici.na  al factor F.t , de peso 

molecular de 21 000 daltones y el factor de acoplamiento F6 

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

nan corno adaptadores estructurales entre el segmento hidro-- 
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tífico ( 1.  ) y el hidr'oíbico (y0 ) ; se ha demostrado que la 

presencia de ambas proteínas es necesaria para "sellar" el. 

complejo OS-ATPasa impidiendo que se dis ipe el gradiente e 

lea troquímico producido en la cadena de electrones por el 

paso de protones a travs dt.' sitios inespecíf icos de la --

me brana , que ¿ruaren ternent u no llej.,lan al si. tic activo de - 

la 

Debido a que tanto en bacterias como en cloroplastos 

nc se ha detectado la re se nc .La de OSCI ,  ¡rl de !*C,->   se pien-

sa que en es tos sistemas 1¿, --, prole mas es tn i n tegradas al 

actor l' y el ensamble de !;.l L1  a la mcmbr'a na depende,  (ini 

ca ¡nc ni te de 	1. 

En es tos sistemas, 1 a 	, se fija menos fuertemente a 

la membrana aue en el cO , L tc La mi tocondia ya que es --

ins iqicil. di.sac.iar.La ; ci li'ci: de que existan F y ()SCP en 

la mi tocondria robahiemnen te índica que es tas dos ro teí--

nos funcionan corno sistemas de segur:i.dad , '' sel lando" el pa 

so de protones a través de la mem ti brana mitocond rial (21 

S'is ternas Submi tocondr.iales. 

El estudio de la membrana interna mnitocond rial , donde 

se lleva a cabo el principal me tobolismo energ tico de las 

células, se ha realizando el isc)cindoia en sus partes e in-

tentando reconstituíria Desde 1956 , los experimentos inde 

pendientes realizados cosí sirnul tdneamentcm en los laborato 
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ríos de Lehninger, Lardy, Grec¥n y Ki.ea ley , demostraron que 

por medio de detergentes como 11 cii"l; .iton.i.rtta o por' métodos 

físicos como la son i.cac:i.c`>n, sc rolrlt)lOn 105 rnitoc(midr'ias en 

partículas subtn:i.tocc>ndr. iales capaces de c:a tal :i.z,ac' la fcosfo 

r.ilación ox.idotiva ( 111) 

Las partículas est Sn cons 1it1.1.1das por vesículas raen-- 

branosas, resultantes, de los i1`clginento,,i de rnelilbr'arla inter-

na que se han ",sellado" f'orma{1do Una esfera y que son cap a 

ces de catolizar I.ü fas.for:ilttc.ión oxlriot:.Lva s6io en case) - 

de que la membrana  se bol le comple tornen te cerrada . Tale s - 

vesículas contienen las es fe ras de la membrana interna so-

bre su supert ide exterior, lo cual sugiere que las vesícu 

las se forman por C'. :i17!'es i.Ó11 de Las crestas  quedando con 1,71 

polaridad .1.I v T"'t:l <1 en C'o1;1j71raci6n con la membrana mitocon 

Brial intacta (Fin. 6). 

Racker y sus colaboradores s han demostrado ( :lar) que --

cuando las partículas submitocondriales i os f oL'i lan CES , de 

Initocondrias de cora'z6n ele res, se someten a agi -t'aci6n me- 

ccinlca o a un tratamiento con tripsina y urea, se obtienen 

2 fracciones:  1) vesículas Rtembranosas que. catal izan el --

transporte de electrones pero no la fosforilac.ión del ADP 

y 2) una .fracción protéic3 denominada f actor de acoplamien 

to 1. o F1,  soluble , que cat 3l1 a la hidrólisis del ATP pe-

ro no el transporte de electrones. La microscopía electr6- 

nico permitió observar que las vesículas membranosas así - 
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obtenidas , no contienen esferas o F.t  en su superficie. Cuan 

do ambas fracciones se mezclan, se re es tLlbiece la actividad 

de la fosfo.rilación ox.idat:i.va y se observa L'1  nuevamente en 

la superficie de las vesículas. 

Las proteínas solubles que se necesitan para restaurar 

la actividad acoplante che la membrana rnitocondri.;gil, se lla-

man factores acoplantes. L.1 factor acopian te de. :acker se - 

llamó Fl  y debido a que catalí a la h.idrálisis del ATP se - 

conoce corno AlTasa . 

La F1  soluble presenta diferencias en :u comportamien-

to con respecto a cuando Esta fija a la membrana; es ínesta 

ble a 0°C y su actividad es hídrolítica del ATP en lugar de 

ser sintética. Catalia la hidrólisis de ATP a ADP + Pi en 

presencia de üg++, y no es .inflibida por oligomicina. 

Según el tratamiento a que se sometan las partículas - 

submitocondriales, pueden despojarse diferencialmente de al 

gunos de los Factores de acoplamiento que constituyen el --

complejo ATPsintetasa. Dichas partículas reciben diferentes 

nombres, que se refieren al tratamiento recibido durante su 

preparación: 

SMP íMgA'TP. Partículas de Mg++-ATP.- Descritas por Lee 

y Ernster (22), son partículas sonlcadas en presencia de --

Mg++ y ATP a pH 7.14, que contienen todos los factores de a-

coplamiento. 

Partículas Sephadex.- Son partícu.las MgATI' sometidas a 
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pli 9.2 y pasadas-  por una COlUnlfll (le Sephadc:< G SO, que pre-

sentan una actividad hidrolJ t ica es t imulada, se pierisa que 

esto se debe a la rernoein del inhibidor,  natural de ).. - - 

ATPasa 

Partículas A. I'art::ículas aLcaJ.inas . - Son partículas --

submi tocondriales obten.idas son icando en presencia de pli al 

calmo 9.LI, son parcialmente carentes de los factores de a-

coplamiento r1  y OSCP. 

Partículas STA. Partículas de siiicottngstico.- Son --

partículas A posteriormente expuestas a la acciin de ¿ciclo 

si1.icotngstico. Estas partículas resultan despojadas casi 

totalmente de Los factores de acoplamiento L1  , OSCP y E'6. 

La técnica de reconstituci6n consiste en intentar re—

construir las reacciones parciales de la fosforilaci6rt oxi-

dativa, a partir de partículas submitocondriales y los fac-

tores de acoplamiento de que son carentes. 



- 35 - 

.L1. 013JE'i'IVOS 

El estudio de los diferentes factores, de acoplamiento 

que integran el complejo OS-ATYas r m:itocond .i. _rl, nos per rni 

tiró entender el. papel que cada uno de c11.o . juega en 1,1 - 

compleja transformación ele la eneerg.ía del gradiente de pro 

tones, generado durante el transporte de electrones, en taz 

energía del enlace fosfato terminal del ATP. }.':1 presente - 

trabajo está dirigido principalmente al estudio del factor 

F6. Se trata <:fe una proteína básica y lipof.í 1.ica que pesa 

8 000 daltones en corazón de res, de donde tu é aislada por 

primera vez por F'essenden-lladeri (20) y por Knowles y col. 

(19) y donde ha sido caracterizada. También se ha pur.i tica 

do de mitocondrias de hígado de rata (23) pero no se había 

descrito su presencia en mitocondr.ias de levadura. 

En nuestro laboratorio la hemos obtenido a partir de 

mitocondrias de levadura mediante un método que copurifica 

el inhibidor natural de la A'1'1'asa mitocondr_i.al. 

La purificación de la proteína inhibidora en levado-- 

ras se describió a partir de mitocondrias (24) y más tarde 

a partir de levaduras enteras (25). Ln el presente trabajo 

la purificación se hizo a partir de levaduras enteras por 

un rápido procedimiento que permite la obtención de ambos 

factores, la proteína inhibidos y el factor E6. 

La caracterización estructural y funcional del factor 

r6  ele 1.evadur'a, Eie r<,cll.110 compar'ativame.nte-  con las car'ac- 
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. terísticas de la F6 purificada de corazón de res. Para i.den 

tificar la F6 de levadura se utilizaron 11 criterios Compara 

tivos con la F f¥ de mí tocoridr..ias de corazón de res: 

1) Peso molecular en geles de SDS, 

2) Composición de am_i.no¥ic:idos, 

3) Propiedades :inmunológicas y 

4) Funcionalidad. 

Nuestros resultados sugieren que el factor F purifica 

do a partir de levadura, es estructural y func:i.onal.rnente s.i 

milar al descrito en m1 t:ocondrlas de corazón de re;; 
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III. NIATLRLALLS Y Nu:rolx)s 

Obtención y purificación del nrterL.i1. biológico. 

a) Obtención de ¡nitoconclr:L.is de cor'6n de r;s 

Se llevó a caUD siguiendo el mto<io de Smith (26) mo uf loado. Se - 

pant:6 de 14 corazones (le res frscos , r Inl:ert L1o; en Luto de hielo que - 

se disecaron cuidadosamente :.:tr.t  desechar 1,1p:r.i6ri 'lo te' idos adiroso 

y fibroso y obteno so.Luneritc el tejido musoULt , que cortado en ;xLizos 

regulares, se introiuo en un neO .irto de carne • ('.]'delki. 1 o ramo de n lido 

se rsus1xff1di6 en 14 litros de sanoni 259 rnt- 	O s-( l 5 sfl  LLTA 1i 	1 

7.4. Se reajustó ci nH e 7 • 14 co;.i 'iris-t'1 coi tro 	lo. 1 'os terionnent.o el 

solido se honic eneisó en lotes 0. 1 Litio en el naco iola.Ior' de c 1 olas 

Ultra tuirtsx 182-EN a velocidad 	:.:.hs kn oit te 14 a O 	tu ter; , con l;urbu-- 

jec, continuo 0.0 Ui tró1!CflO. [1 ni 1 Se ajusuá a 73 14 .;U Tris cormentnado y 

el horrtogeneizad.lo se centrifugó a 12 000 p en un. ccnt.x'r ftig t rofr.igenrti 

de alta velocidad durante 10 rn_in . Se r.'tsó el sr.bronadan te xr ç'sa doble 

y se centrifugó 10 nLin a 12 01)0 g el :iJRiIkn:1ose el proc ipitado, onos tituí 

do por cluias no r,-,)tos, nCícieos y B16bulos 	. :1 sobrenadante se so 

metió a centrifugación a 26 000 g durante 10 non. El. p1quete ¡nitocon----

drial se rosusperidió en el inisno medio desprovisto de LUI'A y se cenrriíu 

gó a la mismo velocidad duruvte 10 mm. Li pa, 	te m.í t:xon':h 'ial final se 

resuspendi6 en un volumen pequeño de medi.o sin LULA, a una concentro---

ción arro'umuda de 50 mn' de proteína / nrl 1 u pn oón y e congelo a - 

-70 °C en un congelador Pi:VCO durante cuando mrnor; una sreua antes de - 

ser utilizadas para las purificaciones petor om 

b) Purificación del factor 
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Prepwaci6n de partículas subrnitocondria:Les LElIA. 

La purificaciónde U 1 (le rni.tocondrizts (:10 corazón de r'.,:,, se efectuó 

según el método de Tuena y G6mez-Fuyou (27). las riitocondrCas se suspen-

dieron a una conccntwci6n de 20 mg/rrL en sacarosa 0.5 11, EIJIA 2 mM 111 - 

8.0 y  se reajustó ci pI a 8.1 1 con 'l'r:is sólido. Se soniccuon en lotes de 

50 mi. en un sonicador SME mantenidas en iño do hielo, 3 veces durante - 

un minuto con intervalos de un minuto de descanso. Se centrifugaron du--

nEinte 10 min a 10 000 g y el sol)rarlacLlrlte se centr it uj6 hO nLin a .100 000 

g. O. precipitado, que contiene las it'tIcuias subrnitocondriales, se r- 

susndi6 a una coi icen 	de $0 n/mi en sacarosa 250 'Ti"¡,  [Lf1'\ 2 rrl 

A1'P 2 mM pH 7.5. las partículas 1111'A se a.11rucirsaun a -40 °C dw'ante 	- 

cuando menos 21; homs. 

Solubilizaci.ón y lkL1'i.fi.cacior. dci. :cictor 

Las partículas se desconge.1.cu on y se rsu; .sidi.eiun a 10 tng/m.l. en - 

medio de sacanasct lb() mM, LIJ1'A 2 mM, Al)' 2 mM 1 7.5  y se sonicaron (--]u --

rente 30 min en baño de hielo, en estas condic Ic05 1J tefliperatura as---

donde a 40 o 45 OC. El sonicado se cenrx'ifugó a 105 000 g. El sohnna--

dante, que contiene el factor F, y ocie aproxim:tdarnent:e lO mi , se apli.-

c6 a una columna de hexiiami.na seÑuosa 413, de 1.5 por 20 cm, previamen-

te equilibrada con medio de ATP (sacarosa 150 nl, EfJPA 2 mM, ATP 2 mM --

ç-j 7.14).  La columna se lavó con 75 mi (:101 mismo medio y la enzima se elu 

y6 con el mismo medio, adicionado de KC1 :1. M. Las fracciones activas se 

precipitaron con sulfato de ¿uronio y se mantuvieron a 4 O( clumnte la no 

che. Al día siguiente la suspensión se centrifugó 15 mm a12 000 g y el 

precipitado se resusperidió en medio volumen de medio de AIP y se repreci 
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pito con sulfato de anenio a 50% de sat:ur:tc_i&rr. l.íi susl-*E iisi6n de la cnzi 

ni es estable de 3 a rl meses a r{ oC. 

C) Rirific 1ciAn del factor OSC}' (Ver d.i 1gI:Fa(L] anexo). 

Se siguió el métcxlo de áeniur' (20), a lkrr'tir' cle mitoc.orici.rias de co-

rvlzon de res. Se: resu;;perxlieton 10 g (c rnitoconclz i,.is de corazón de res - 

en 500 ml de 's;0c0xos. r 0.25 M, 'i'r'.i.::;-C:1. 10 mM lA i 7 .',5 y se ;,onic:.►xrin en lo-

tos de 50 ml en t üío ,:ie hielo c.iur .uit:e 2 ruin 2 veces con .irlo zti' l.l.o;s de un 

minuto de enfriamiento, en un scrni.c¿wbr S14h. El. m so Tt ajustU a 7.5 con 

NaOH diluida y se centri..fugci 10 mire a 26 000 g. 1;.l precipitado se resus-

pendi6 d 20 mg de hxoteína / rrll en e l mi sino ned r. o. A Cada 500 ml de sus- 

pensión se agrugaz.on 2 ni. de UL'l' 500 mM en aguo ', "e aii.u:ier,:¥rl 180 g de 

bromuro de sodio a 3. 5 M de concent roe i c5n final . :e o us t6 a pH 7. 5 agi-

tando c.11LT13nte3 30 IPin en rano de hielo. 1.:3 susp ;I;, 1.<Jn .;e c nt:r.1 f l.Il;Ó una - 

hora a :166 000 g y el precipitado obtenido se P : u; 1 ;Irrlic, en KC1 200 mM, 

I1Í1'A 1 mM. A esta solución se le añadi6 liidrúx cic (Ie a nonio a una concen 

treción final de 0.4 I: y se 3git6 en baño de hielo '10 mm. La suspensión 

se centr.ifug6 	78 000 g 20 mi.n. Se desecha el 	iI>.iLado. L:1 sobre.na-- 

darte se llevó a 42% de saturuci6n con sulfato de anuui.o sOiido, agitan-

do do durante 60 mm n en baño de hielo. Se cerrtriful_gú 20 nán a 78 000 g y el 

precipitado se resunpendi6 en Ibis-SOzr 20 mM pH 8.0 a 4 mg/mi y se llevó 

a 75% de saturación con sult_ato día ,unonio sólido, volviendo a centrifu-- 

gar, el precipitado s0 rC' u pen(1:1C) a una conccntraLi.c n de 4 mg/mi en - - 

Ibis-SO14 20 mM pH 8.0 y:.;r_¥ guaxilc.í en pequeños lote; a -40 °C en un conge 

lador R1:'VCO. 
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PURIFICACION DE OSCP. Diagrama. 

Mi.tocoridrias de corazón de res 
sonicar en Sacarosa 0.25 M. TrisCl 

pH 7.5 durante 5 min 

centri.fu ar 10' a 26 000 g 
sobrenadante 	 precipitado. Partículas subinito 

condriales a 20 ing/mi. 30' en 

DTE 2 mIii NaBr' 3. 5 M pH 7. 5 

eentrifu .mar E¥0' a .166 000g 
sobtenadante 	precipitado. Re suspendido 

a 20 mg/mi. 10' en KC1 200 
mM, EDTA 1 mM, NUi¡OH 0.4N 

'I,trifur?i 20' a 8 000 g 
sobrenadan te 	precipitado 

ajustar pH a 8..0, agregar 
DTE 0.02 M 

centri!`ugar 78 000 g 

sobre d nte 	precipitado 

a 42% de saturación 

con (NH1} ) 2SOL} 60' 

centrifugar 20' a 78 000 g 

sobrenadante 	 precipitado. Resuspender a I mg/ml 
en Tris-S014 20 mM pH 8.0 

precipitación a 75% de 

saturación (NH14 ) 2SOif 60' 
centrifugar 20 a 78 000 g 

sobrenadante, 	precipitado. Resuspender 
a 4 mg/ml en Tris-SO14 

20 mM pH 8.0. Congelar 

a -25 °C. 
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d) Purificación de Inhibidor y F6  de mitocondri.as de co 

razón de res (Ver diagrama anexo). 

Se siguió el mótodo de Kanner y colaboradores (29) . A - 

partir de 10 g de rnitocondri.as de corazón de res resuspend:i.- 

das a una concentración de 25 rn /ml en sacarosa 250 mM, 'iris 

acetato 10 mM pH B . 0 , que se soni caron en lotes de 40 ml 2 - 

min 3 veces con .intervalo`; de un minuto de descanso. Se cen-

trifugaron a 21 000 g 15 ruin. El precipitado obtenido se ve-

suspendió en la mitad del volumen y se resonl.c6 del mismo mo 

do que en el paso anterior. Los sobrenaclantes de ambas pasos 

de sonicación se centrifugaron a 160 000 g 40 min. El preci-. 

pitado se re suspendió a una concentración de 25 mg/ml en --

Tris-SO4  10 mM pH 7 . 5 , EDTA 0 . 5 rnM , MgSO 1 mM , DTT 0.5  mM 

sulfato de amonio saturado 10 % y ácido cólico 1%, durante 7 

min con agitación en baño de hielo. La suspensión se centri-

fugó a 140 000 g 30 ruin. El sobrenadante se precipitó con so 

lución saturada cíe sulfato de amonio a una concentración fi-

nal de 38 %. Después de agitar durante dos horas se centrifu 

gó 15 min a 20 000 g. El sobrenadante se llevó a 45% de satu 

ración con sulfato de amonio y se agitó durante 30 min. Se - 

centrifugó nuevamente 15 min a 20 000 g y el precipitado se 

resuspendió en sacarosa 50 mM, Tris-SO14  10 mM pH 7.5, DTT --

0.5 M, MgSO14  1 mM, a una concentración de 35 mg/mi. La sus--

pensión anterior se calentó a 75 °C en baño María durante rl 

min con agitación; se centrifugó a 13 000 i, 10 min y el so- 
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PURIFICACION DE IN}IIF3IDOR Y FO DF: MITOCONDRIAS DE CORAZON DE 

RES. Diagrama. 

10 g mitocondrias cíe corazón de res resuspend idas a 35 

mg/ml en: sacarosa 250 mM, 'i'ris-acet`tto 10 mM pH 8.0 
sonicar 6' 
cen -trif.ugar 15' a 2.1 000 g 

sobrenadan te 	 precipitado resuspendi 
do en > volumen del - 

mismo medio 
sonica ñ, 6' 
cen tr:i.f Liga r 15' a 21 000 g 

sobvenadante 	 precipitado 
+ sob. paso anterior 

centrifugar Li0' a 160 000 g 

sobrénadante 	 precipitado a 25 mg/ml 
en '1'r:is-SO 	10 mM pH 7.5, 
E;DTA 0 . 5 mM , Mg SO4 1 mM, 
DTT 0.5 mM, (NH4 ) 2 SO LI sat 
10%, ác cólico 1%, 7 mmn 

centrifugar 30' a 

_ 	 14 0 000 g 

sobrenadan1e 	precipitado 

llevar a 38% satturaci.6n 
con (NII14 ) 2 SO ir , agitar 30' 

cent2;¡f ar 15' a 20 000 g 

sobrénadante 	 precipitado 
llevar a t;5%  saturación 
con (NH14) 2 SO,, agitar 30' 

centrifugar 15' a 20 000 F.¥ 

sobz cenadante 	 precipitado a 35 mg/ml en 
sacarosa 50 mM, Tris-SO1 10rnM 
pH 7 . 5 , DTT 0 . 5 M , MgSO11 hnM 

i 
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calentar a 75 °C 14' 

centrifugar 1.0' a_ 13 000 g 

sobrenaciante 	 prc c.i pi. tacio 
precipitar con etanol frío 

75% final. Agitar 30' 

centrifugar 10' a 13 000 g 

sobrenadan te 	 p ecipitado 

(Factor F6 ) 	 (Proteína Inhibidora) 

evaporar etanol en rotavapor 	 resuspetider en H20 -ti OH 

liofilizar 	
pH 8.0 a 15 o 20 mg/ml 

resuspender en sacarosa 0. 25M, 	constervar' en lotes pe- 
EDTA 0.25 mM, Tris-SO, 10 intf, 	 queños a -¥40 °C en con 

pH 8.0 	1 	 gel actor REVCO. 

dializar cintra 1 000 volúme-- 

nes del mismo medio 3 a 'a días 
1 

liofilizar y resuspender en e _I. 
mismo medio a 2 mg/ml 

4. 
conservar en lotes pequeños a 

-110 °C en congelador REVCO. 
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brenadarlte se precipitó con etanol. frío al 75% c:1e concentra-

ci6n final agitando vigorosamente durante 30 mm n. La suspen-

si6n se cent:rifug6 10 mm n a '13 000 g. El precipitado, que --

cont texto la pr•oi:eIna i.nhibidora, se resuspenctiá a una concen 

traci6n de 1b o 20 Ing/In1 en agua-:sos. pH 8.0. El sobrenadan-

te contiene el fr. ac.tor i'0 , que se purificó según el método de 

Racker (30) evaporando el solvente en un rot,T1v¥.1por Btich1. y - 

l..i.;.itia..izando. El.. residuo se resuspendi6 en sacarosa 0.25 t•1, 

EDTA 	0.25 	!a , 	•l I'is-3U 10 m)'1 pH 8 . 0 	y se d:i ul i: 5 contra 	1 	000 

volúmenes de T 'Ls-SO 10 fnl'1 pH 8.0 durante 3 	u 	11 	días. 	Se 	-- 

1.Lo.t`a1il6 a sequedad y se r'e sus pend.i.6 a una censen tras .i6n de 

2 	¡u /ml. 	en sacarosa 0.25 1`l, ._:JI'A 0.25 e 	, 	l'r.i.5-S )14 	10 	n1M 	1111 

(i . 0 , 	conservándose en .lot:es pequeños a 	-t{ O 	° 2 	en 	un congela- 

dor KL VCO. 

e) Pr'enar' lc.i.ón de Par ticulas A (D¥1rtícu.Las subrni.tocon--

dr:i.ales alcalinas) 

Se prepararon siguiendo el método de Fessenden y Racker 

(3.1) , a partir de 5!10 (I]?, de mitocondrias pesadas resuspendi- 

das a una concentración de 20 mg/mi en un medio que contenía 

17 tnl•1 EDTA p11 7.0 y sacarosa 46 ISIM. 11 pli de la suspensión - 

se a'lust6 a 9.2 con soiuciórl fresca de hidróxido de amonio - 

1 M y se on.i.có en lote:; de 30 ml, m n'tenidos en baño de hie 

lo, durante un minuto 3 veces con intervalos de 1 Inin. El so 

¥ l E 000 nicado se centrifugó 10 mm a g y se Clc?SC'C110 C. .l preci 
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pitado; el sobrunaclante se centr i. íug6 a 104 000 g durante 60 

min y se descart6 el sobrenadan te . El precipitado se resus--

pendi6 mediante homogeneiziic i6n en 17 ml de sacarosa 200 mM,  

EDTA 1 mM p11 7 . 5 y se centrifug6 nuevamente a 104 000 g du-• 

.ran te 30 min. Ll precipitado se resuspendi6 ahora en sacaro-

sa 250 mM y se voiv:i6 a cent:r.L lugar a 104 000 g. El. precipi-

tado, que contiene Las particulaG A, se resuspeudi5 en saca 

rosa 250 mM a una concent rae idu de 25 mg/ml. Las partículas 

A así obten idas , se mant ev ie ron a -40 = en un congelador - 

1EVC0 durante varias semanas 

IT) Preparac :Lán de partículas STA (ácido ilico tngs'ti--

co). 

Las partículas STA se prepararon siguiendo el método de 

Racker (30) a partir de 155 my de partículas A en 6.2  ml de 

sacarosa 250 mM, que se fueran agregando gota a gota con agi 

taci6n a 7 . 7'; ml de una sol.ucián friaque contenta sacarosa 

150 mM, ácido silicotnp, Lico al 1% pH 5.5 y Tris-Tes 30 mM 

pI! 7.5 ajustado a 22 °C. Ea mezcla se mantuvo agitando en ha 

ño de hielo durante 6 min y se diluy6 con 10 volúmenes de sa 

carosa 250 mM fría. Se centrifugó 20 ruin a 120 000 g y el --

precipitado se resuspendi6 en medio volumen de sacarosa 250 

mM, DTE 5 mnM. Se centrifugó por última vez a 12 000 g 20 min  

y el precipitado, que contiene las partículas STA, se resus-

pendi6 en el mismo medio a una concentraci6n de 20 mg/ml y - 
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se congeló en Nitrógeno líquido en lotes de 0.5 ¡n .i, que se - 

almacenaron a -4►0 O( en un congelador RL:VCO durante varias - 

semanas. 

g) Obtención de anticuerpos. 

En colaboraci3n con el Í1 . en C. Georges Drey f'us , que for 

ma parte de nuestro grupo de trabajo, se obtuvieron antisue-

ros en conejo contra las proteínas inhib:idora y el factor r6  

de mitocondrias de cora::6n de res y de levadura. 

Protocolo de inmunizaciones: 

Se inyectó un conejo, en el dorso con una suspensión de 

1 ing de antígeno en 1 mi de adyuvante completo de rreunds , - 

seguido de 3 inyecciones intravenosas del antígeno que conte 

pían 100 »g/ml de solución 0.9% de NaCl estéril con interva-

los de 15 días. Una semana después de la cuarta inyección se 

obtuvo sangre de los conejos mediante punción cardiaca. 

Purificación de gamma globulinas  

La sangre de los conejos se mantuvo a temperatura am---

bien te durante 30 min para permitir la coagulación. Se despe 

gó el coágulo con un separador de madera y el suero se obtu-

vo mediante centrif uf,ación de la sangre coagulada dura 1te 10 

min a 800 g en trío. Las gamma globul:i.nas se obtuvierc:l me-- 

diante la precipitaci.ón en frío, con sulfato de amonio satu- 

rado y ajustado a 	pH 	7. la con Tris, a una concentración final 

de 	33% de 2 a 3 veces. F1 precipitado, que contiene 	la.; gamirr1 
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globulinas, se separó por cerrtri.Iugac.ión durante 1.0 min a --

800 g. El precipitado se resuspendi6 en solución de NaC1 al 

0.9%. Los anticuerpos se guardaron en alícuotas de 1 ml con-

geladas a -40 °C en un congelador RLVCO. 

Técnicas Utilizadas. 

a) Electroforesis en geles de acrilami.da. 

Todos los factores de acoplamiento purificado: fueron - 

sometidos a electroforesis en geles de acrilainida en cond.i--

ciones desnaturalizantes para evaluar su estado de pureza y 

estimar sus pesos moleculares. 

Se utilizó la técnica descrita por Laeininli (32) en pla-

cas, a concentraciones de 5% de acrilamida y 0.1.3` de NN'bis 

metilen-acrilainida, en 0.375 M de Tris-HC1 pli 8.8 y 1% de --

SDS en el gel concentrador y 20% de acr:ilamida y 0.53% de --

UN' -bis-meti.len-acri.lami.d<a en Tris-I-MCI 0. 375 1,1 pH 8.8  y SDS 

al 1 % en el gel separador. La polimerización se llevó a ca-

bo por la adíciñn de 0.025% de TEMED y 0.088% de persulfato 

de amonio fresco. El buffer de los reservonias contenía Tris 

0.025 M-glicina 0.192 M pH 8.3 y 1% de SOS. Las proteínas se 

desnaturalizaron hirviéndolas 3 mir: en una mezcla de diges--

tión que contenía. Tris-MC1 0.0625 h1 pil 6.8, SDS al 2%, glice 

rol al 10%, 2-mercaptoetanol al `.i` y azul. de bromofenol. al  - 

0.001 % como colorante, el volumen de las ¡nuestras fuc= de --

0 02 m1. Las placas sc COL r:ieran durante '15 hrs agro,.. torda-- 
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mente a 70 mV. Las proteínas se fijaron al gel con ácido tri 

cloroacitico (TCA) al 10% y metanol al 30% durante 30 m:i.n y 

fueron teñidas con azul de Coomassie al 0.2.5% en metanol al 

30%, ácido acético al 7. 5% durante 4 hrs a temperatura am---

biente con agitación suave y de teñidas en la misma solución 

sin colorante, durante 2 hrs. 

b) Deteeciórr de anticuerpos por doble .inmunod.ifusión. 

Se utilizó la técnica de doble inmunodifusi6n de Ouch--

terlony (33) en altar-altar ¿ti 1% en NaCI al 0.9%. Se usaron - 

diferentes diluciones de los antígenos en los pozos latera-- 

les contra una concentración de anticuerpos en el pozo cen—

tral O diferentes concentrac iones de anticuerpos en los po-- 

zos laterales contra una sola concentración del ¿ntígenc) en 

el pozo central. 

Las placas que contenía los antígenos y los anticuerpos 

se dejaron difundir 24 hrs, en cámara húmeda a ; °C, al cabo 

de las cuales se observaron las bandas de orecipi tac.ión. Las 

placas fueron lavadas en solución salina 0 . 9% con 3 cambios 

diarios , secadas con papel filtro Whntman i1 1 embebido en la 

misma solución y teñidas con azul de Coomassie al 0. 25% en - 

metanol al 30% y . cido acC tico al 7 . 5% a 'te_mperatura ambien-

te 10 r11mn y desteñidas con la misma so.l.uci6n sin colorante, 

durante 3 hrs a tempera  temperatura ambi ente 



c) Análisis de aminoácidos. 

Se llevó a cabo en coiabor,ación con e:l. Ur. Marcos Rodj-

kind del CTPJVI S'I'AV, I.P.N. siguiendo la técnica reportada --

por Miller (34) en un sistema de 4 buf fers, modi.t i.cada por - 

Rodjkind y Arellano (comunicación personal) 

Método espectrofotométr:ico. 

d) Actividad de ATPasa en I'1 soluble. 

Se llevó a cabo siguiendo el método de Pullman y colabo 

radores (35) , en un sistema enz.i.mático regenerador de ATP a-

copiado a la oxidacic5n de NADH (ver figura li 7) , medido es-- 

pectrofotométricamente a 340 nm. fa. medio contenía en un vo-

lumen final de 3 mi: 25 m,"1 de Tris-acetato pl-1 7 1; , acetato - 

de potasio 30 mM, acetato de 111; 3 mM, fosfocenol piruvato 0.3 

mM, ATP-KOH pH 7.4 3 mM, NADII :1.33 mM, piruvato kirlasa 20 jig 

y deshidrogenasa l.áctica 20 fur; ambas en s oluci6n de sulfato 

de amonio al 50%. A esta mezcla se le añadieron cantidades - 

variables de 1 a :10 ¥ug de enzima Y1 y se siguió la actividad 

a 340 nm en un registrador Sargeant WJelch Modelo 11SRLG aco--

piado a un espectrofo-tómetro Zeiss PCX 1:1. 

Para medir la actividad de AT'1'asa en partículas submito 

condriales (SMF) se utl.l_i é5 el mismo medio, adicionado de 10 

pg de rotenona en etanol. a.l 96% para evitar la reoxi.dacián - 

del NADIi poi, la cadena de transporte de electrones. la acti-

vidad se calculó utilizando la si_t u:ie.nte fórmula: 
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Figura /1 7. ESQUEMA DL LAS REACCIONES ACOPLADAS PARA EL 

SISTEMA RECEN ERAN) R DE ATE' EN LA MEDIDA DE 

LA ACTIVIDAD DE AIi:i;a 

ATI'- AH + 	 AN 	F .:i 	 AIf' 	Fiuvto 

t rnizaci5n ::'io 	 1 

fo.:j a •o :J7()Pqz;z 
a 	:"t 	Ni\I) 

Lc t:j to 
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^ D.0. x 3 mi x min 
Actividad especifica - — 	 ------ 

G . 22 x mg cíe proteína 

en donde Q D.0. es el cambio en densidad óptica r:•egi.:strado 

a 3t40 nm y 6.22 es el coeficiente de extincic¥n molar del --

NADH. 

e) Actividad de la proteína i.nhi.bi.dora en i' t soluble. 

Se preincubaron durante 10 min a 30 °C, entre `i y 25 - 

pg de P1 en presencia de di fe-rentes concentraciones de miro-

teína inhi.b.i.dora, en un vol umnen final de 100 pl de un medio 

que contenía 2 mM de Tris-Mes pU 6.8, 0.5 mM de Mg-acetato-

ATP p11 6.8. La actividad de ATPasa residual se midi6 espec- 

trofotométricamente con alicuotas de 25 P.I. de la mezcla de 

preincubaci6n. La actividad del inhibidos se expresó como - 

Ng de inhibidos que producen 50% de inhibición a 0.2 unida-

des de actividad ATPasa medidas por cambio de densidad ópt.i 

ca por minuto. 

Método colorimétrico. 

f) Actividad ATPasa en F soluble. 

Ira reacción se ilev6 a cabo en 1 mi del medio utiliza-

do para la med.i.ci6n espectrofotométr. ica, sin adicionar des-

hidrogenasa láctica ni UADI'1. La incubaca.on se realLz6 a - - 



- 52 - 

30 »C durante 1O min y la rcacci¥n se detuvo adicionando ci 

do tricloruac tico a uno cnncentruci6n /inal de 6% ; se de Lee 

t6 el fósforo lnorC¥nico pr`oJucido por la biJcGllsiu del úIP 

siguiendo el múL*do colorlmlLrico de Summu, (36). [n un vnlu 

mun de 5 ml se adiciuoa/~ou a concentraciones Finales, Mnlib-

daro de umon:i.o al U.G%, ¿icido m/l[írico O 7 N y su! faLo fe-

rroso al 4%. El desarrollo de color des pu c de 10 min a tem-

penaturaambieoLu, se cuonLiFic6 en un cnlor'[metro Klet t-Sum 

morsoo utilizando filtro mz - o. 

g) Actividad de ATPasa en partículas xubmitocondriales. 

Se uLilixaron aproximadamente 200Ju¥ i úe pa iIcu\as ouh- 
¥ 

mitucondrialeo y se siguió lu técnica deccrLLa para i onlu-

ble hasta el paso do preciyi tac i6n con ?C&. La suspensión se 

centni[uQ 10 min a 3 000 rpm en una centrífuga clínica y la 

determinación de [osfuto inor ^nico liberado oo lIev6 a cabo 

con una alícuota del aobreuadante de ?CA, 

h) Reducción de NAD dependiente de ATP en partículas re 

conatitu¥dao. 

Se siguió el método descrito por [rnster y col (37) mi-

diendo espectco[otum¥trlcameote la reducci6n (le NAD por auu- 

" zinato debida a una ''reversa dcI 	a transporte do electr ene o - 

dependiente de la hidrólisis dul ttIP por' l¥ AIPaua. 	 `¥¥ 
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AT P 	 A 	+ |'i + /\ ̂ 1H
+ 

-- 

NAD + oucminatu 	 NA0H + [umanato 
AIYasa 

Se reconstituyeron 600 v ¥¥Q de paotIculau A o ;TA con Ji-  
`- 

fermotao concentraciones de los tactores (le acopI^nicncu ¥  ¥ 2 
 

OSCP y F G agregados en se orden, en 100 ¥pI del siguier c  

dio: Albúmina bovina libre de 1cidoc grasos 1O mg/ml,  

to de Mg 1.5 n84, AIP 1.5 mM pH 7,4 ^ ?ria-ocetato S mM t-H 7., 

sacarosa 125 mM en concentraciones finales. Se incubaron 20  . 	 ' 
mm o a 30 «C y se agregó 1 ml del siguiente medio MgSO4 10 ¥Y, 

 

succinato-Tris p8 7.5 20 mM, Tris-acetato pH 7.4 130 mX y al  

bmioa bovina libre de ácidos grasos 1 mg. Se adicionaz^oc se

cuencialmente a la cubeta: 1.4 ml del mismo medio, NAD l,S - 

mM disuelto en Tris-acetato 25 mM pH 7,4 y 1.G mM de una so- 

lución 

 

`-¥ 
freaoa de KC0 en Tris-acetato 25 mM p8 7.4  y se midió  

la producción de 0ADB a 340 nm durante 2 mm o hasta que la --  

lectura se estabilizó. La reacción se arrancó con 5 mM de --  

ATP pH 7,4 y se calculó la actividad mediante la siguiente -

fórmula: 

¥DO x min x 3 mI = Jumolen de NáD8 producidos 
~ 	 1 	-1 

G.22 x mg de proteína 	 min- mg 
¥ 	- 

^~ ' 

i) Reconstitución de partículas A de corazón de res. 

Se 

	

	i c baron 20 min a 30 oC 500 pg de partículas A,  pre n u ,  
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en 1 ml de un medio que contenía: ra0 mg de albúmina bovina - 

libre de ácidos grasos, 6 mM de acetato de Mg, 6 mM de ATP - 

pH 7. 11 y sacarosa 250 mM, adicionadas de 100 jif; de F.t en --- 

Tris-acetato 25 mM pf1 7 •14 , diferentes cantidades de factor - 

OSCP entre 5 y 100 ¥i¥; en el mismo medio y factor F'6 de cora- 

zón o de levadura entre 20 y 50 »g. 	Esta suspensi< n se 

eionó a la cubeta del espectrofotdrnetro para medir la reduc- 

ción del NAI). 

j) Reccr:st.itución de partículas STA de corazón de res. 

Se preincubaron durante 20 mm n a 30 °C en un volumen de 

200 ul: 500 p1, de partículas STA, 100 fag de E.1 , 	de OSCF 

y cantidades variables entre 25 y 50 jai; de factor E6 de mito 

condrias de corazón de res o de levadura y esta mezcla se a-

dicion6 a la cubeta del esllectrofo -tórnetro para medir la re--

duceión del NAO. 

k) Filtración de E1. 

La F1 empleada en las reconstituciones se procesó para 

eliminar el sulfato de amonio, siguiendo el método descrito 

por Penefsky (38). Se centrifugaron 15 ruin a 6 000 rpm en - 

una centrífuga clínica a temperatura ambiente, alícuotas de 

la suspensión de la enzima en 50% de sulfato de amonio. El 

precipitado se resuspendió en un volumen pequeño, aproxima-

damente 100 p1, de Tris-acetato 25 mM plí 7.I+ y se pasó por 
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Sefadex G-50 fino, equilibrado en el mismo medio y montado 

en jeringas de plástico de 	1 ml de capacidad, 	previamente - 

empacadas por centrifug,aei6n durante 1' 55" a 	500 	rpm en una 

centrífuga clínica. La suspenci6n de 1.1 se ¿t rcg6 a las co-

lumnas y se recentrifug6 dentro de un tubo de ensaye e la - 

misma velocidad anter_i.or. La en .:i.ma ya equi 1:i.brada. en 'f'ris- 

¿Iüa tato 25 mt1 Dii 7 . << sale en 	1. volumen de c:<c tus:ión de La 

columna y el _sulfato de amonio se retiene. 

1) F::_] Qc n de t'.1 en partículas STA de corazon ele r'es 

Se utilizaron 200 jag de partículas STA en un volumen - 

de LOO

/ 

i 	que ¥=on't:enía: sacarosa 2 50 ü!! 	t'1, 	D A 0.25 IiM, Tris 

:iolt 10mM p!1 0.0, t{0 cg, e a [L mi.n í bovina libre de ácidos 

g rasos d:LfcrcntC s concentraciones de 1,1 entre 10 y 120 )ig  

sola y adicionada de distintas cantidades de DSCP y E6 du--

rente 30 mm a temperatura ambiente. La suspensión se cen-- 

tri.iugó 15 mm n a 25 000 g a temperatura ambiente y se midió 

la actividad de A` Pasa en alícuotas de:L sobrenadante. El --

porcentaje de 1'. 1. fijada a la partícula Se caicul6 restando 

de la actividad total , la encon toadá en el sobrenadante: 

% de fijación = (actividad - actividad en el)  
total 	sobrenadante 

m) Fijación de FI sensible a oligomicina en partículas 

STA de corazón de res reconütituíclas. 
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Las partículas STA se reconstituyeron en diferentes me 

dios con concentraciones variables de F1 sola y adicionada 

de distintas concentraciones de OSCP y t'0. Se preincubaron 

10 min a temperatura ambiente; posteriormente se les adicto 

n6 oli.gomic.ina en proporción de 2:; lly, por mg de partículas 

o su equivalente en volumen de etanol y se incubaron 5 min 

a 30 °C con agitación, al Cabo de los cuales se agregó 1 ml 

del medio para medir ATPisa colo '`.LnlC3l't icarnente se incubó - 

10 mm r► y se detuvo la reacción con TCA a 1. 6l final. Se de-- 

termino fo ifato inorg naco en la sut pe'.njicn total a en el - 

; obrenaclante de la misma. despu¥is de haber sido centrifuga-

da 10 min a 6 000 rpm en una c:entrífu›, clínica. 

Los resu atados se calcularan midiendo la absorción de 

O . 5 ¡.Imoles de KH2 PO como re `_ erenc.ia , utilizando la s:iguien 

te fórmula: 

(Unidades Klet__ t - T )x 0.5 »moles 	)Imoles ATP hi.dr'o- 
lectura standard x mg de proteína 	l.i. ados en 10' /mg 

Los resultados de las tablas se expresan como: 

nmoles ATP hidrolizados 
sensibles a oligomicina 

( Iunoles ATP hidrolizados 
con etanol) - (nmoles ATP 
hidrolizados con oligomi-
cina) 

n) Determinación de proteína. 

Se siguió el método descr.i.to  por Gornail y col ( 39 ) - 

con el reactivo de Biuret en Partículas bubml.tocondri.ale ; 
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y mitocondrias y el método de Lowry (40) para factores de a 

coplamiento, usando en ambos casos albúmina de bovino frac-

ción V como standard. 
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.IV. RESULTADOS Y lISCUSIOU 

a) Purificación (de Inhibidor y E de mi. tocondrias de le- 

vadur¥i (Ver diagrama anexo) 

En las tablas 1 A y 13, se muestran los diferentes pasos 

de 	puF:i : icación cde la pro c .i na . nh.i.bic.lora y la obtenc.i.ón del 

factor 1'e siguiendo el método motivo de ente trabajo. 

1 ) Obtención de e:.: tracto crudo. 

inclucci6n de '1.a sínte ..is de la prote.ín:i inhibidlora. 

Una muestra de 1 800 ,_ de levadura Sc., ha,c.¥ljun..,= sp. comer 

cial para panader'1a (Levitar y Flor S.A.) , se homo eneizá en 

licuadora con 800 ml de medio de cultivo ostir. LI consistente 

en: 1% de extracto de levadura, 2% de pes tona, 3% de etanol, 

t{% de glicerol. Se acr'earon durante 20 111"._: a temperatura am- 

biente mediante un pulverizador de aire. La inducción de la 

síntesis de la nooteína inhibidora en presencia de los sus-- 

tratos oxidables etanol y g,l.icerol, ha sido demostrada en --

nuestro laboratorio en el trabajo desarrollado por el Médico 

Cirujano Angel Nava, quien forma parte de nuestro grupo de - 

trabajo. 

Posteriormente las células se lavaron 2 veces con 800 - 

m1 de agua destilada centrifugando a 5 000 g 8 min. Se resus 

pendieron en 800 ml de agua y se calentaron a 85 °C durante 

20 mm con agitación, enfriando después:, en baño de hielo. Se 

continuó agitando durante la noche a 1 °C en el cuarto frío. 
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PURIFICACION DE INH-IIBIDOE: Y E0  DE MITOCONDRIAS DE, LEVADURA. 

Diagrama. 

Homogeneizar 900 g de levadura de panadería en :Licuado-
ra, en 800 ml de medio de cultivo est: ril. (1.% extracto de le 
vadura, 2% peptona, 3% etanol, ' glicerol) aerear 20 hrs a 

temperatura ambiente 

lavar las células 2 veces con 800 ml cie agua destilada 

resuspender en 800 ml. de 1110 birles tilada , calentar a.r -
85 °C durante 20  con agitaci.6n 

enfriar en baño de hielo y agitar a tr °C durante l' }rrs 

centrifugarla 5 000 g 10' 

sobrenadante 	precipitado 

centrifugar a 12 000 g 10' 

sobrenadante 	precipitado 

filtrar por gasa 

(extracto crudo) 

precipitar con TCA 10% final 

2' con agitación enérgica 

centrifugar 10' a 12 000 

sobrenadante 	precipitado, resuspender en 1120 a 20 

o 30 mg/mi. Ajustar pH a 7.5 con KOfI 

centrifugara 10' a 20 000 g 

sobrenadante 	precipitado 

filtrar por gasa, ajustar 
proteína a 20 o 30 ¡ng/ml 

precipitar a 75% de etanol frío, agitar,  2' en baño de hielo 

centrifugara  1n' a 20 000 g 

sobrenadante 	precipitado 

(factor i'(.) 	( Proteína I:nhibidora) 
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sobrenadante (f' S) 

concentrar enrotavapor 

en baño María a 40 °C 

liofilizar 

resuspender en
L. sacarosa 0.25 M, 

EDTA 0.25 rnM, Tris-SO4 10 mM 
pH 8.0 	1 

dializar contra 1000 vol 

de Tris-SO4 10 mM pH 8.0 

de 3 a 4 días ` 

liofilLizar 

resuspender en sacarosa 0.251-1, 
EDTA 0.25 mM, '1'ri.s-SO4 10 mM 
pH 8.0 a 2 ing/m1 

conservar en lotes pequeños 
a 	-1a O °C en conge L idos' Rf VCCJ .  

precipitado (Inhibidos) 

resuspender en H20 a 

20 o 301mg/rnl 

centrifugar 20' a 20 000 g 
L 

	

sobrenadante 	precipitado 

filtrar par Pasa 

extraer con 1 vol de 

cloroformo-rnet ol 2:1 
agitar, 5 

ccentt¥.i¥ ur a h 000g- 10' 

	

fase solventes 	fase acuosa 

ajustar p11 
a 8.5  (K0I1) 

adsorción a 25 g de 

DEAE-celulosa (SWlhattman 52) 
equilibrada con 50 mM Tris 
acetato pH 8.5, 30' a tem-

peratura ambiente 

filtrar en embudo Büchner 

concentrar en filtro Amicón 

YM-5, ajustar pH a 7.0 con - 

ácido acético 1 

adsorver en columna de CM-ce 

lulosa, eluír con gradiente 
de KCl 

concentrar fracciones activas 

con Arnicón YM-5. 
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Tabla I-A. Purificación de Protehína Inhibidora de mitocon- 

drias de levadura. 

Fracción 	Proteína Actividad específica 

total 	(mg) (unidades/mg proteína 

1.  Extracto crudo 7472 :1.00 

2.  Precipitaci6n TCA 1083 5.05 

3.  Precipitaci6n etanol 657 5.67 

4.  Cloroformo/rnetanol 5:14 6.57 

5.  Mezcla DEAE-celulosa 127 16.59 

6.  Cromatografía CM-celulosa 1.48 285.20 

La purificación se hizo a partir de 1 1300 	de levadura comercial para -

panaderia. Las fracciones del inhibidor se midieron con F'1  pura de leva-

dura, con actividad específica de 90 f.imoles Pi min 1:ng L  utilizando como 

unidad de F'1  el cambio de 0.2 de densidad óptica en 1 ruin. La unidad de 

inhibidor se definid corno mg de inhibidor que produjeron un 50r de inhi-

bición a una unidad de F1, tomando como .1..00 el e:,trr;cto crudo. 

Tabla I-B. Purificación del Factor F6  de mitocondrias de le-

vadura. 

Fracción 
	

Proteína total (ing) 

1. Extracto crudo 
	7472 

2. Extracto etanólico 
	

217 

3. Liofilizado 
	63 

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

bla I-A. 
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La suspensión se centrifugó a 5 000 g durante 10 min. El so 

brenadante se centrifugó 10 min a 12 000 f; y se filtró por - 

gasa, obteniéndose, así el extracto crudo. Este extracto con-

tiene péptidos de bajo peso molecular resistentes al calor - 

como el factor 10, la proteína inhibidora de la AlTasa y al-

gunos inhibidores CAE? pT,otes ( 14:1) . En este paso se_ desnatu 

raliza el 85% de las proteínas celulares, ;, lo que permite ob-

tener un extracto crudo enriquecido en la proteína inhibido-

ra y el factor F0. 

2) Precipitación con Sci.do ti iclor. c: c.►c ó tico (TCA) . 

El extracto erucio, en hielo, se agitó fuertemente rnien- 

tras se mezclaba con TCA 100% para dar una concentración fi-

nal. de 10%, se continuó la agitación er rí,,ica durante 2 ruin. 

La suspensión se centrifugó a 12 000 g 10 ruin y el precipita 

do se resuspend:ió en agua ajustando  el pH a 7. 5 con KUFI y se 

centrifugó por segunda vez 10 min a 20 000 g. El sobrenadan-

te se ajustó a una concentración de proteína entre 20 y 30 - 

mg/ml. En este paso de purificación se utilizó la propiedad 

de resistencia a la precip.itac:Lón por ácido que presentan la 

proteína inhibidora y e_1. factor,  1'6, lo cual permite eliminar 

al 90% de la proteína restante  del paso anterior. 

El valor de 217 mg de proteína en la extracción con eta 

nol reportado en la Tabla 1-5, debe ser,  tornado en cuenta co-

rno un valor posiblemente erróneo ya que en este extracto eta 
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nólico existen lípidos en gran cantidad, que alteran la deter 

minación de proteína (42). E.I. rendimiento final de F6  fue a-- 

proximadamente de 63 mg. 

4) Extracción con cloroformo-metanol. 

El precipitado del paso anterior, que contiene la proteí 

na inhibidora, se resuspenclió en agua a una concentración de 

proteína de 20 o 30 mg/m].. La suspensi.cin se centr.i fugó 20 ruin 

a 20 000 g y el sobrenaclante se filtró por gasa. La solución 

anterior se mezcló con un volumen de cloroformo-metano]. 2:1 - 

agitando fuertemente durante 2 min. Se centrifugó a 26 000 g 

20 ruin y la fase acuosa, que contiene al inhibidor, se ajustó 

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

5) Adsorción a DI::AE-celulosa . 

Aproximadamente 25 g de DEAE-celulo:;a (52 Wattunan) , se - 

hidrataron en 'Tris-acetato 50 mM pH 8.5, DTE '1 mM y se mezcla 

ron con la fase acuosa agitando 30 min a temperatura, ambiente 

y se filtraron después por un embudo Büchner. El filtrado, --

que contiene al inhibidor, se concentró en filtros de fmnicón 

YM-5 y el pH de la solución se reajustó a 7.0 con }-HCl. 

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

lulosa). 
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Se usó una columna de 10 x 2.5 cm de CM-celulosa (Wath-

man), equilibrada con buf'f'er (le acetato de potasio 140 mM, -- 

ED'rA '1. mM, 1)'.CE 1 mM pH 7 . 2 , con una conductividad de 4 Ini. - 

Después de aplicar la IIiucstL'.1, la columna se lavó con el me-

dio de equilibrio hasta que no hubiera proteína en el lavado. 

La proteína adsorvi.dci se c.l.uyó con un gradiente de KC1 de 0 

a 80 111M <con conductividad de 20 n1I1. Se colectaron fracciones 

de 3 ml y e:L :i.nh.i.l,icior.' se rastreé midiendo su actividad inhi-

bitoria en 1'1  :l'2 11;1tocorldr'.L.3. de levadura. Las fracciones ac-

tivas se juntaron : s concentraron en Am.ie n `tl'f-5. 

La Inetc)dolos í..l descrita presenta grandes ventajas, ya 

que utia.i.zancla 1- :: ;:5 senci..l. los y reproducibles y a partir de 

células enteras inducidas, es pos .1)le obiener:' una i?reparacién 

con alta actividad específica y alto rG11:'i l.l11Iento de dos impon 

tanteo proteínas !il.l_tocol:dl`iai ; : el iIlh:> i _i•'.:o t' de la AV1'1'asa y 

el factor F. 

b) De ternl.Lnasc.iún de peso molecular. 

17.1. grado de pui e a y el peso molecular del inhibidos de 

la ATPasa y del. factor 	F6 , 	se determinó en geles de poliacril 

amida en SDS. 	La figura 	8 muestra que con el método de purifi 

cación empleado, se obtienen ambas proteínas en estado hollloge 

neo; sin embargo el peso molecular' de la V6  de levadura es - 

con mucha frecuencia el doble del esperado, ya que la I'6  de - 

mi.tocondrias de corazón de res pesa 6 800 da_ltones y la de le 





Figura Y 8. ELECTROFORESIS EN GELES I)E ACRIL.AMIDA CON SUS. 

Todos los carriles contienen 20 ig de las siguientes proteínas: 
A. 1)'Citocromo e, 2) Insulina, 3) y +) F6  de mitocondrias de co 
razón de res, 5) F6  de mitocondrias de .levadura, 6) inhibidor de 
la ATPasu. de mitocondrias de levadura, 7) 'Inhibidor de la ATPasa 
de mitocondrias de corazón de res. 
B. 1) Citocromo e, 2) Insulina, 3) Ovoa1.búmina, )i) F6  dei' mitocon 
drias de levadura, 5) Inhibidor de rn:ltocond.rian de Levadura, 6) 
Inhibidor de mitocondrias de levadura, "j) R.ibonuc.lea: a . 

L 
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vadura 12 500, por lo que es posible suponer que aún en con-

diciones completamente desnaturalizantes, como son la presen 

cia de SDS y de 2-mercaptoetanol, la proteína pueda estar en 

forma dimérica. Esto es frecuentemente observado en proteí-- 

nas con cierto grado de hidrofohicidad, como es el caso de - 

la F6. Existe sin embargo el antecedente de que ha sido poli 

ble observar en geles de 20% de acrilamida la forma monoméri 

ca de peso molecular 6 300. 

c) Composición de aminoácidos. 

Otro criterio de pureza y semejanza estructural entre 

la F6  de mitocondrias de levadura y la de corazón de res, --

puede verse en la Tabla (I 2, que muestra similitudes signifi 

cativas en la composición de aminoácidos, ya que ambas con--

tienen un 59 % de aminoácidos no polares, lo cual las coloca 

entre las proteínas con alto grado de bidrofobicidaci. La pro 

porción de restos aminoácidos cargados negativamente es de - 

29.8% en la de levadura y un 26.5% en la de corazón de res; 

la proporción de restos con carga positiva es de 1.0.5% y ---

14.3% respectivamente. El peso molecular mínimo calculado es 

ligeramente más alto en la de levadura, 7 110 con 57 resi--- 

duos, que en la de corazón de res, que tiene un peso molecu-

lar de 6 375 y un menor número de residuos. 

La Tabla 1! 1II resume las diferencias y semejanzas en--

tre los factores F6  provenientes de ambos orígenes. 
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Tabla II. Cornposi.ci6n comparativa de aminoácidos de F6 de 
rn:itocondrias de levadura y de corazón de res. 

N de residuos 

I' . 	de 	F" 	de cora- Aminoác¥ 	.i cb 	 6 	 6 
levadura 	z6n de res 

L,isina 4 5 

Histidina 1 - 

Ar ginina 1 2 

Acido as ártico 8 5 

Acido glutmico 9 8 

Treonina 3 4 

Seria 3 ra 

Pro:Lina 3 3 

Glicina 7 ►a 

Alanina 5 2 

Cistina 	(1) 1 - 

Valina 3 3 

Isoleucina 2 1 

Leucina 3 3 

Tirosina 2 2 

Fenilalanina  2 3 
numero total de 
aminoácidos 57 1+9 
Peso molecular mínimo 
calculado   7110 6375 
Peso molecular en gel  
de SDS 12500 6800 
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d. Pruebas Inmunológicas. 

Para evaluar las similitudes estructurales de los facto 

res E'6  estudiados, se utilizó el criterio de cruza inmunoló- 

gica, para lo cual se produjeron anticuerpos en conejo con-- 

tra ambas prote:Lnas. l.,,¡ figura 9-A muestra que'_ los anticuer-

pos producidos, cruzan .Lnrnunol6picarnente contra sus antíge-

nos homólogo>; pero no con los heteróloy,os. La imposibilidad 

para demostrar cruza inmunológica a pesar (le las semejanzas 

estructurales y ¿un funcionales, fue_ también observada en el 

caso de la proteína inhibidora purificada de mitocondrias de 

levadura, comparada con la proveniente de mitocondrias de co 

razón de res (figura 9-6) • por lo que es posible suponer di-

ferencias sutiles entre los determinantes antigénicos de am-

bas estructuras, que sólo el criterio inmunol6gico, con alto 

grado de especificidad, puede detectar. 

Es importante además, considerar que la comparación se 

está realizando entre organismos muy alejados en la escala 

filogené'tica en los que, a pesar de que la evolución ha man-

tenido escencialrnente las mismas estructuras para realizar - 

la misma función, corno es el caso del. complejo OS-A'rr'asa que 

presenta un patrón de estructura similar tanto en bacterias, 

como en cloroplastos y mitocondrias (13), existen entre sus 

componentes, pequeñas diferencias en la secuencia de aminoá- 

cidos y por ende en la estructura terciaria de las. proteínas 
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de distintos orígenes, que solamente los anticuerpos han po 

dido demostrar. 

e) Pruebas de funcionalidad. 

La función hasta ahora atribuída al factor FO  no está 

bión definida, por lo que el estudio comparativo del factor 

purificado de mitgcondrias de levadura con el de mitocon--- 

drias de corazón, es importante para demostrar su identidad 

y posteriormente conocer el posible papel que desempeña en 

la complejidad de la fos.forilación oxidativa. 

Se ha observado que el factor F'0  es necesario junto --

con los factores de acoplamiento I'1  y oSCP o proteína que - 

confiere sensibilidad a oligomici.na, para la reconstitución 

de la fosforilac.ión óxidativa (19) , la reacción de recambio 

32P-A'IP, la reducción de NAD por succin.ato dependiente de - 

ATP (20) y la reconstitución de la actividad ATPasa sensi--

ble a oligomicina (19). Debido a que todas estas reacciones 

han demostrado ser dependientes de FO  y a que la proteína - 

no presenta ninguna actividad enzimáti.ca, se le ha atribuí-

do una función estructural definida como el "factor de u--- 

nión" junto con la OSCP y el factor 13 (4 3) entre el segmen-

to catalítico o F,1  y el segmento hidrofóbico o F0. 

Se ha observado que en las pruebas de reconstitución a 

partir de diferentes factores solubles, el orden de adición 

es importante para obtener la máxima actividad de la ATPasa 
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sensible a oligornicina (44). En nuestro trabajo estudiamos 

este parámetro encontrando que el orden de adición que pro-

duce mayor eficiencia en la reconstitución es el de SMP, F1, 

OSCP y F6. 

1) Reducción de NAD por succinato dependiente deATF. 

La tabla IV muestra la reconstitución en partículas A, 

carentes de OSCP y F1, de la reducción de NAD por succinato 

dependiente de ATP. La reacción es claramente dependiente - 

de OSCP; el factor Ff de ambos orígenes no tiene efecto, po 

siblemente porque las partículas utilizadas no fueron despo 

jadas de él durante su preparación. 

La tabla V muestra el efecto del factor F. en la misma 

reacción en partículas STA de corazón de res, despojadas de 

OSCP, F1 y F0. El efecto en la reconstitución de la reac---

ción estudiada es bastante significativo, a pesar de que --

las partículas presentan una notable baja en la actividad, 

debido a que con el tratamiento drástico para remover E6, -

se remueve también la deshidrogenase succínica (¥E5), que in 

terviene directamente en la reacción (Ver figura 10). 

La efectividad de ambas proteínas para reconstituir es 

bastante similar y ligeramente mayor con el factor FO homó-

logo. Las concentraciones altas de los factores generalmen-

te tienen efectos inhibitorios de la lunción, como puede --

verse en la tabla V. La interpretación de estos datos no es 
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Tabla TV. Reducción de NAD por, succinato dependiente de 

ATP en partículas A reconstituidas. 

F'ac•tor adicionado (pg) 
I'1 	OSCP 	F' G  

100 10 	--- 

100 25 	--- 

100 50 	--- 

100 100 	--- 

100 100 	20 corazón 

100 100 	20 levadura 

nrnoles NADUI ruin- t rng-1 

2 . r+ 
0.48 

2.4 

18.8 

65.1 

50.6 

4G.8 

42.9 

Las reconstituciones se llevaron a cabo con 500 ¡ig de partículas submi 

tocondriales A, 100 pg de F'1 , diferentes concentraciones de OSCP, 20 ¥ig 

de F6, siguiendo ese orden de adición. Se incubó 20 min a 30 °C en un - 

volumen final de 1.1 ml.. 
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Tabla V. Reducción de NAD por succinato dependiente de 

ATP en partículas reconstituídas. 

Factor adicionado (Mg) 

F1 OSCP F6 

100 50 --- 
100 100 --- 
100 50 25 corazón 

100 50 50 corazón 

100 50 25 levadura 

100 50 50 levadura 

nmoles NADN min-1mg-1 

5.3 
6.3 

1.3.9 
:10.1 
11.'1 
3.8 

La reconstitución se llevó a cabo con 500 pg de partículas STA en pre-

sencia de 1.00 ju de I¥l y cantidades variables de OSCP y Fe en ese or-

den de adici&n. Se incubó 20 min a temperatura ambiente en un volumen 

final de 200 }i.1. 



Kci1---X-- 	FP ----- j 0 I 	2 

Figura Y 10. Reecucc.L6n de NJAI) por succiiiato, dependiente 
de AT F-' 
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sencilla; pero ¡nuestra que se requiere cierta estequiornetrí 

a, aún no conocida, para que la reconstitución se lleve a - 

cabo y que cuando 1.os factores de acoplamiento se encuen--- 

tran en exceso, probablemente fijos en sitios iriespecíficos, 

pueden alterar la correcta estructuración cle los segmentos 

que sí tornan parte en la función 

2) Fijación .le E'.1 a partículas STA. 

	

Ea fijacic7. de 1"1 a 	7: tícula STA :;c estudió en fun-- 

ción de los :::L i 4 S C'1'1'1: ?;i 1 ac:'t:•' 2:'i 3 [.le acoplamiento í , .l , OSCP y 

1-0 	de ambos 01'í.s ; .ne :; 

En la tabla VI se ia.;:s tr<1 l_.L efecto  < e diferentes Con- 

CE Il i TüC lunes de 1 	fi la 	:.l :a::1(.` C7 de es i..._ Í actor C)r ra paI't ícu- i 
las STA; las concentraciones de 20 }ig de I'1 añadidas a 200 

¥1g de partículas resultan saturantes y Las concentraciones es 

mayores b3jc1n notablemente la Fijación. La saturación con - 

20 fag esta de acuerdo con la cantidad calculada ulade' de sitios - 

de fijación de F1, que es aproximadamente el 10% de la pro-

teína membranal (46). 

En la tabla VII se muestran los requerimientos del fac 

tor OSCP en la fijación de F1 a partículas STA. Nuevamente 

se observa que las partículas fijan más I¥'.1 en concentracio-

nes bajas de OSCP y que a concentraciones altas de alguno - 

de los factores, la fijación disminuye. La tabla confirma - 

que las partículas carecen de OSCP y que la función de este 
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Tabla VI. Fijación de F.l  a pa rtículas STA. 

F.1  añadida (frg) 

10 

20 

40 

120 

`6 (le F1  fijada 

►+ 0 

55 

43 

38 

La reconstitución se llevó a cabo con 200 jg de partículas 

STA, en presencia de distintas concentraciones de F1  en un 

volumen final de 500 »i de medio que contenía: sacarosa --

250 mM, EDTA 0.25 mM y Tris-S0 10 mM pH 8.0. Se incubó 30 

min a temperatura ambiente. 
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Tabla VII. Fi .jaci6n de F en partículas STA 
recon::t_:i.tu. das en presencia de OSCP. 

OSCP (/1g) 	 % F fijada 

	

5 	 33. 11 

	

10 	 64.0 

	

15 	 75.0 

	

20 	 63.0 

	

25 	 66.6 

La reconstit;uci6n se llevó a cabo con '00 pg de pnrticulas STA, 
40 pg de F1 y distintas concentraciones de OSCP en las condicio 
nes descritas en la tabla VI. 
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factor es la de promover la fijación de la F1  a sitios espe 

cíficos y saturables en la membrana. 

La tabla VIII ilustra el efecto de diferentes concen--

traciones del factor F6  homólogo en part.iculas STA. El lote 

de partículas utilizado en este experimento, mostró un por-

centaje alto de fijación de F'.1  a la concentración más baja 

de F6  utilizada, por lo que, a mayores concentraciones, se 

produjo muy poco aumento en la fijación o disminución de la 

misma; este fenómeno se observó también en la curva de F1  - 

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

El hecho de tener una fijación máxima a concentracio--

nes bajas de F6  y sin requerimiento de OSCP, parecería indi 

car que el lote de partículas empleado, poseía OSCP en can-

tidad suficiente para inducir la fijación y que la carencia 

de F6  también es relativa; este fenómeno de variabilidad en 

el contenido residual de los factores, en diferentes lotes 

de partículas tratadas con ácido silicotúngstico, es frecuen 

te y no permite hacer comparaciones cuantitativas entre lo-

tes diferentes. 

Por otro lado, la medida de la fijación de F1  a la par 

tícula, no puede ser tornada corno un índice estricto de la - 

reconstitución, ya que es la suma de los sitios específicos 

e inespecífieos de la membrana que fijaron 11. Por esta ra-

zón, los experimentos ilustrados en las tablas siguientes, 

fueron hechos midiendo la fijación de F' sensible a ol.i.gomi 
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Tabla VIII. Fijación de F1  a partículas STA 

reconstituidas en presencia de 

F 6  de corazón. 

FO  de corazón 

( 	ig ) 

5 

10 

15 

20 

25 

% de t L  t'i.jada 

80 

83 

85 

79 
.75  

La reconstitución se llevó a cabo con 200 	de 

particul.us STA, 40 y¡y de F1  y distintas concen-

traciones de F6  en las condiciones de la tabla 

VI. 
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micina a las partículas STA reconstituí.das , en presencia de 

los diferentes factores de acoplamiento, que es un índice --

más seguro de fijación específ.i.ca. 

3) Fijación de F1  sensible a oligornicina a partícula,.; 

STA. 

La tabla IX ilustra el efecto de diferentes concentra--

ciones de F1  en la fijación específica de este factor, a las 

partículas carentes de él; se observa que a concentraciones 

muy bajas de F1  en ausencia de los otros factores de acopla-

miento, la enzima es capaz de fijarse específicamente a las 

partículas carentes. La actividad máxima de ATPasa sensible 

a oligomicina se obtiene con I pg de F1 , en contraste con la 

fijación rnáxirna de 20 pg de F encontrados en la tabla VI, - 

en la que se midió solamente fijación, sin tomar en cuenta - 

si era o no sensible a oli.;omicinaa, lo cual indica el grado 

de reconstitución específica. 

La tabla X contiene los datos referentes a la fijación 

específica de F1  a partículas S'I'A dependiente de OSCP. La de 

pendencia de la fijación de F1  sensible a oligomicina a con-

centraciones bajas de OSCP, 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 midió solamente la .fijación de F1, se verá que en presen-

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



- 82 - 

Tabla 1X. ATPasa sensible a oligomicina en partículas 
S`IA reconstituidas con distintas concentra-

ciones de F1. 

Factor F1 Actividad Específica 	(nmoles Pi. min-lrng 	) 

(aig) oligomicina sensibles a 
oligornicina 

7 590 181 1109 
14 818 '498 320 

21 890 721 169 

Ira reconstitución se llevó a cabo con 200 Aig de partículas STA y dife-

rentes concentraciones de I¥1 en un volumen final de 500 pi de un medio 

que contenta sacarosa 200 m14, 1T)TA 0.2 mM, Tris-S01; 60 mM pii 7.7, mí,,S(¥+ 

6 mM, lSA 0.5 m&, PEP 5 mM, PK 3 Ng. Se incubó durante 1.0 min a tempe-

ratura ambiente. 
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Tabla X. Reconstitución de ATPasa sensible a oligomicina 

en partículas STA por distintas concentraciones 

de OSCP. 

Factor adicionado Actividad específica nmoleu Pi 

( Pg 	) nmoles Pi 	►nin-lrng- t sensibles a 

r1  OSCP --- oligomicina oligomicina 

20 --- 725 211 514 

20 1.0 622 138  

20 2.5 1212 138 107,4 
20 5.0 1258 110 1148 
20 10.0 1212 266 946 

la reconstitución se 11ev6 a cabo con 200}t5 de particular STA con 20 ig de 

F1  y distintas concentraciones de OSCP en 500 pl del medio especificado en 

la Tabla VI, durante 30 ruin a temperatura ambiente. la actividad se midió 

en medio que contenía tris-acetato 25mM, acetato de k 30 m11, acetato de Mg 

3m, PEP 3 mM, ATP 30tni4, PK 20 ug, durante 10 ruin parando 1.n .reacci6n con 

TCA 6% final. 
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c:io'n :inespecífica de F i ; pero que concentraciones cíe 5 Ng, - 

son saturantes para la fijac:i.ón específica. 

La tabla XI, ¡nuestra la fijación específica de t'1  a par 

tículas STA de mitocondrias de corazón de res, dependiente - 

de E6  homólogo a concentraciones saturantes de OSCP. Si com-

paramos estos resultados con los obtenidos de la tabla VIII, 

en la que se midió la fijación de F.1  a partículas STA, con - 

probablemente altas concentraciones de OSCP endógeno, el e-- 

fecto de la F. es rn.ínimo en concentraciones altas de OSCP - 

exógeno; sin embargo el efecto rnáximo se obtiene en presen--

eia de F6 . Estos resultados parecen indicar que las partícu-

las STA carecen más de OSCP que de E6  y que es difícil obser 

var un efecto claro del factor FS  en presencia de OSCP endó- 

geno o exógeno. 

La tabla XII ilustra dos experimentos en diferentes con 

diciones, para probar el efecto de la FS  homóloga en la fija 

ci6n específica de E1  a partículas STA en ausencia de OSCP - 

exógeno. En el experimento A, se utilizaron concentraciones 

bajas de FS  y su efecto de reconstitución ya es óptimo a con 

centraciones de 1 }.rg. El experimento 13 demuestra que las con 

centraciones altas de E6  inhiben ligeramente la fijación es-

pecífica de Fl . 

La tabla XIII muestra en dos experimentos con distintas 

concentraciones de E1, el grado de acoplamiento de la 1' sen 

sible a oligomicina, en partículas STA corr ctistintas concen- 
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traciones de F6  de mitocondrias de levadura. I.n ambos experi 

mentos el efecto de la F6  de levadura es aumentar la fija---

ción específica de la F'1  a las partículas STA heterólogas. - 

I.a eficiencia de la F5  de levadura es bastante buena, ya que 

el efecto máximo se observa con 	en ambos experimentos y 

el efecto máximo de la F6  homóloga se observó en presencia - 

de 1 Ng. 
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Tabla XI. Reconstitución de ATPasa sensible a oligomicina 

en partículas STA con distintas concentraciones 
de F6  de corazón de res. 

Factor adicionado (Ng) Actividad específica nmoles Pi 

F1  OSCP F6  nmoles Pi min-lmg-1  sensibles a 

--- oligom.i.cina oligomicina 

25 --- --- 1363 4142 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 Ng de part1culas de STA en el mismo medio descrito en 

la Tabla X, agregando a diferentes tiempos los factores acoplantes en el si-

guiente orden: 25 ig de N'1  + 10 min, 10 g de OSCP + 15 min, 5, 10 y 1.5/ug 
de F6. Todos los factores son de mitocondri.as de corazón de res. Las cond.i--

ciones fueron las mismas descritas en la Tabla X. 
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Tabla XII. I:econstituci.6n de A`I'E'asa sensible a oligomi.cina en 

partículas STA coii distintas concentraciones de r6  
de CUC<:!^.Ón 

Factor añadido (pg) 

F1 	r6 
A)  

14 	1.0 

14 	2.5 
14 	5.0 
14 	10.0 

B)  

40 	--- 

40 	5.0 

40 	15.0 

Activi.d td espec:íf-ic z 	nrnoles Pi. 

nmoles Pi mi.n 1 mg-1 	sensibles a 

--- 	aliomic.in 1 	el igomi.cina 

245 143 102 
321 117 204 

283 143 .140 
308 105 203 

283 1.1.7 166 

347 87 260 

1198 312 886 

1250 486 764 

1076 260 816 

Se reconstituyeron 200 pF, de partículas STA en las mismas condiciones descri—

tas en la tabla, anterior con 2 concentraciones de F1  y distintas concentrado 

nos de F6  sin añadir OSCP. 
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Tabla XIII. 	Reconstitución de ATPaua sensible a 	o Likg,ornicina 
en partículas STA con F 6 de levadura. 

Factor añadido 	(1g) Actividad específica nmoles Pi 
F1 F6 runoles 	P:i. 	znin-1mg- 1 sens Lb1.es a 

--- 	oligomic.i.na  o1.:igomicina 

--- 369 261 108 

1.0 399 307 92 

2.5 415 227 .188 

5.0 4116 2gi6 200 

10.0 430 323 

419 

 1C)7 

--- 291 128 

1.0 431 268 163 

2.5 512 303 209 

5.0 419 291 328 

10.0 1419 2411 175 

Se reconstituyeron 200 pg de partículas STA de corazón en las mismas condicio 

nes descritas en la Tabla XL, con 2 cantidades de 1¥ de corazón de res y dis-

tintas concentraciones de F6 de levadura. 
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V. ESUMEN Y CONCLUSIONES 

Los experimentos presentados en este trabajo aportan e-

videncias experimentales que nos permiten identificar estruc 

tural y funcionalmente al factor F, de mitocondrias de leva-

dura como una proteína semejante a la descrita en mitocon--- 

drias de corazón de res, con base en los siguientes hechos: 

1. La purificación del factor F6  de levadura en una ex-

tracción etanóli<::a y como un subproducto de la marcha de pu- 

ri icaci&i del inhibidor natural de la ATI'asa , en condicio-- 

nes semejantes a la purificación de F de mitocondrias de co 

razón de res. ('Tabla 1). 

2. La composición de aminoácidos y c.l grado de hidrofo- 

bicidad son 	:n ;} :ltltes en ambas proteínas; sin embargo el pe 

so molecular de la forma monornérica del factor F. de levadu-

ra es ligeramente más alto (Tabla II y Figura 2). 

3. La reacción de reducción del NAD por succinato, de--

pendiente de ATP, tornada como una medida del acoplamiento en 

tre el factor F1  y el factor PU  fué inducida de una manera - 

cualitativamente semejante por el factor F6  de ambos oríge--

nes, observándose una mayor eficiencia con el sistema homólo 

go (Tabla V). 

4. La fijación específica de F al .factor F0, midiendo 

la actividad ATPasa sensible a oligomicina, mostró dependen-

cia cualitativa de la presencia del factor F6  homólogo y he-

terólogo (Tablas XII y XIII), con mayor eficiencia cuando la 
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reconstitución se hizo con partículas de mitocondrias de co-

razón de res y factor F6  de mitocondrias del mismo origen. 

5. La demostración de que el factor F6  de mitocondrias 

de levadura puede interaccionar con los sitios específicos - 

presentes en partículas de corazón de res y sin embargo no - 

tener determinantes antigénicos comunes, parece indicar que 

en la evolución se han preservado los "sitios activos" y las 

variaciones estructurales no han alterado la función pero sí 

la antigenicidad. 

La identificación del factor estructural. FS  en mitocon-

drias de levadura, con características semejantes a la de mi 

tocondrias de mamífero, dos organismos muy alejados en la es 

cala filogenética, demuestra que los factores que componen - 

el sistema fosforilante F1-F, se han preservado estructural 

y funcionalmente através de la evolución. 

La función estructural que parece desempeñar el factor 

F6, que es la de conservar el gradiente de protones generado 

durante la cadena de transporte de electrones mediante el a-

coplamineto "correcto" del. factor F1  al canal de H+, parece 

ser una medida de seguridad que evita la pérdida de energía 

de la célula. La interacción de este factor con la FO  y la - 
F1  y su estequiometría aún no•se conocen y serán algunos de 

los objetivos en la continuación de este trabajo, cuyas con-

clusiones nos aportarán una _idea más clara y completa de la 

funcionalidad del complejo sistema fosforilante de la membra 

n a mitocondrial. 
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