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GENERALIDADES

Estructura mitocondrial.

La mitocondria es un organelo sulcelular, que ha sido llamado
"la planta motriz de la célula" debido a que es el generador princl-
pal de ATP cn las células eucariotas. Sin embargo, existen organis
mos como las levaduras que bajo clertas condiciones pueden pres—
cindir de esta fuente de ATP y crecer solo a expensas de la encrgla
generada por la glucdlisis. Esta caracterfstica es la que ha hecho
a las levaduras un sistema biol6gico Gtil en ¢l estudio de la biogéne-
sis de la mitocondria, aunado a que son ficilmente cultivables y que
¢s posible inducirles mutaciones en el sisterna mitocondrial sin que
éstas secan letales(l-3).

La mitocondria es un organelo de tamaiio y forma variable, for-
mado por dos membranas: una externa, que es permeable a molécu-
las de peso molecular hasta de varios miles(4) y ticne una composi-
cién de fosfolipidos y una relacién fosfolfpido/protefna muy semejan
te a Ilas otras membranas del citosol. Una interna, que tiene per =-
meabilidad selectiva y una composicion de fosfollpidos difexente de
la externa, enriquecida en protefnas, ya que contiene un 75% de pro-
tefnas y un 25%, de i{pidos(3). L.a membrana externa separa a la mi-
tocondria del citosol, entrc ambas membranas se encuentra el espa-
clo intermembranal, y la membrana interna delimita otxo espacio de

nominado matriz mitocondrial,
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La tabla 1 contiene una lista de las principales enzimas marca-
doras localizadas en las diferentes membranas y compartimicntos

de Ia mitocondria.

Tabla 1, Distribucién de Enzlmas Mitocondriales

MEMBRANA MITOCONDRIAL EXTERNA

Acil CoA Sintetasa

Amino Oxidasa
NADH-Citocromo by Reductasa
Glicerofosfato Acil Transferasa
Kinuvenina 3 Monooxigenasa

MEMBRANA MITOCONDRIAL INTERNA

NADH-CoQ Reductasa, sensible a rotenona
Succinato-CoQ Reductasa
CoQiip~Citocromo ¢ Reductasa

Citocromo c Oxidasa

0S-ATlasa

Carnitina Acil Transferasa

Translocasa ATP/ADY

ESPACIO INTERMEMBRANAL

Adentilato cinasa
Nucledsido difosfo cinasa

MATRIZ MITOCONDRIAL

Enzimas del Ciclo de Krebs excepto deshidrogenasa
succinica

Enzimas de la Beta Oxidacidn

Enzimas de 1a Sintesis Proteica Mitocondrial
Enzimas del Ciclo de la Urea
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La estructura de la membrana interna mitocondrial merece un
esfudio mds cuidadoso, debido a la importancia que tiene en los
procesos de transduccién de energia, ya que contiene entre
otros componentes, a los integrantes de la cadena respiratoria
y a la ATPasa. Tienec una superficie mayor que la externa, debi-
do a que se pliega sobre si misma, emitiendo proyecciones hacia
el interior de la matriz que han sido llamadas crestas mitocon-
driales, cuando las mitocondrias se someten a sonicacién las
crestas se rompen y sellan nuevamente formdndose pequefias vesi-
culas de polaridad invertida a las que se les ha llamado parti-
culas submitocondriales (PMS). Por medio de microscopia electr§
nica y mediante tincidn negativa, se ha observado en estas mem-
branas, la presencia de particulas de 90 A° que sobresalen de
la misma, denominadas inicialmente particulas elementales por
Ferndndez-Mordn (6) e idecntificadas posteriormente como
H*-ATPasas que en la mitocondria intacta catalizan la sintesis

del ATP (7).

Componentes Estructurales de la fosforilacién Oxidativa

La cadena respiratoria estd foémada por una serie de comple
5os.qua tienen como caracteristicas comin la de ser oxidorredu-
cibles y estar formados por la asociacién de un grupo prostéti-
co que realiza la accién oxidorreductora y una protefna especi-
fica. Los siguientes compsnentes forman parte de la cadena res-

piratoria:

Nicotinamida Adenina DinucleStido (NAD*/NADH),Flavina Hononu---

cledtido (FMN/FMNH,), Flavina Adenina Dinucleétido (FAD/FADH,),
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Centros de Hierro Azufre (fe-5), Ubiquinona, Citoecromo biby y by),
Citocromo ¢4 y Citocromo ¢, Citocromo a-az. Ordenados por su po--
tencial redox abarcan de -0.32V para el NAD*/NADH hasta 0.82V pa-
ra 0/H30 en la citocromo oxidasa. Aunque todos los integrantas se
encuentran localizados en la membrana interna mitocondrial, inves

tigaciones recientes (8-10) parecen indicar que no se enpcuentvan

uniformemente distribuidos en la membrana, sino que estdn asoc
dos fcermando complejos, los cuales resisten varios pasos de puri-
ficacidn, permitiendo su aislamiento y caracterizacidén. Utilizan-
do detergentes como el desoxicolato para solubilizar la merbrane
interna mitocondrial, se han aislado y caracterizado cines coupni:
jos proteicos, cuatro de los cuales constituyen la cadena respica
toria denomiandos I, II, JII y IV y el dltime o complejo V eo el
gue acopla el transporte electrdnico a la sintesis do ATF y oo-e-
rresponde a la OSATPasa.

Complejo I. También llamado NADH~CoQ reductasa que presenta las
actividades de deshidrogenasa del NADH y de transhidrecgenasa, con
tiene: FMN, Ubiquinona, 5-6 centros de Hierra- Azufre (¥e-5), 16
bolipéptidos'y tiene un peso molecular aproximado de 850 096 dalto

nes (11, 12).

Complejo II. Denominado Succinato-CoQ reductasa, presenta 1a sctl
vidad de deshidrogenasa del succinato y contiene: FAD, Ubliguino--
na, 3 centros Fe~S, 2 polipéptidos y tiene un peso molecular aprg
ximado de 97 000 daltone; 1.

® .
Complejo IIX, o CoQHy~ citocromo ¢ reductasa, contiene: citocro~-

mo b{byp y byg), citocromo cj, ubiquinona y 3 centros de Fe-S§ en
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geles de acrilamida se han observado 8 bandas y se calcula su

peso molecular en 310 000 daltones (13).

Complejo IV o Citocromo oxidasa. Contiene: citocromo a, cito-
cromo as, Fett, cutt y 7 polipéptidos con un pesos molecular

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

Complejo V identificado como ATPasa sensible a oligomicina
(0S-ATPasa). Este complejo multienzimdtico es muy abundante
en la membrana interna mitocondrial y se calcula que mis de
un 153% de la proteina de esta membrana se debe a este compo--
ninte (14). Estd formada de tres segmentos: membranal o Fo,
catalitico o Fy y segmento de unién o cuello en mitocondrias
y por dos segmentos en cloroplastos y bacterias ya que el que

corvesponde al cuello forma parte del segmento Fo.

El segmento membranal o o (CFo y BFo en cloroplastos y bacte
rias respectivamente) es muy hidrofdbico, contiene 4 polipép-
tidos (15) y funciona como un canal que permite el paso de
los protones hasta la porcibn catalitica. En experimentos uti
lizando Fo en liposomas (16) el paso de protones a través de
este canal ha sido posible bloquearlo por DCCD, oligomicina,
0SCP y ATPasa, lo cual ha sugerido que este canal es bloqueado
por las proteinas a las que se encuentra asociado normalmente
0 por reactivos como el DCCD y la oligomicina. La interaccidn
del'DCCD ha sido estudiada con mis detalle (17)y se ha encontrado
que su sitio de fijacién es principalmente a un polipéptido de
8 000 daltones de peso molecular, en el que se encuentra espe-

cifigamente unido al grupo carboxilo del glutémico ndmero 59,
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or esta razén a este polipéptido se le conoce como “proteina
P

fijadora de DCCD"; esta proteina conserva una composicién de
aminodcidos y una secuencia muy constante en varias cspecies

que han sido estudiadas (18).

El segmento del cuello tiene una funcifn estructural y es la
de fijar la Ty a la Fo, estd compuesto por dos proteinas, 25CP

o "proteina que confiere sensibilidad a la oligomicina® y 7.

El segmento catalitico o T3, ha sido aislado de muchas fuon-
tes (19 - 21) y su participacidn en la sintescis del ATP fus
descrita por Racker y col. (22). Posibles mocdeles de su o=
pleja estructura se han obtenido con base en estudios utili--
zando accesibilidad a anticuerpes (23) y a la dipeetién con
tripsina (24), con reactivos de entrecruzamiento (25) vy pov
microscopia electrdénica (26), sin embargo, hasta la fecha rno
se tiene un modelo definitivo que satisfaga todos los datos

experimentales existentes.

La Fq estd formada de § polipéptidos diferentes (27) dunomina
dos &, #, ¥, § ¥y € en orden decreciente de peso molecular
determinado en electroforesis en SDS vy 1,2,3,4 y 5 en levadu-
ras, con una estequiometria probable de 3&: 2#: 1%: i§: i%.
La subunidad f contiene el sitio catalitico y al parecer un
residuo de tirosina es importante para la accién ca;alitica
(28, 29). La F; contiene 6 sitios de fijacién para nucledti--

dos, 3 de fijacién fuerte con recambio lento y dos o tres de
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fijaciébn débil con recambio rdpide posiblemente correspondien-
tes a los sitios cataliticos, ademids contiene sitios de fija--

cidn para aniones(30,31).

Una proteina que inhibe la hidrdlisis del ATP en la [y
fue aislada de mitocondrias de corazén de res por Pullman y
Mornroy en 1963(32), y posteriormente ha sido aislada de mito--
condrias de otras fuentes(33-35), Sin embargo no ha sido posi-
ble aislarla de cloroplastos ni de Escherichia coli, en donde
al parecer esta funcidn la desempeiia la subunidad € de la
misma Fy. Este polipéptido es muy sensible a la digestién por
tripsinal32,36) cs estable al calor(5 minutos a 70°C) y al &ci
do, caracteristicas que han sido usadas para aislarlo y purifi
carlo. Su asociacién con la Iy sc realiza a través de la sub--
unidad P (37) y estudios ¢indtices de esta asociacibn parecen
indicar que se requiere la hidrélisis de ATP para que se lleve

a cabo.

105 inhibidores de corazén de res y de levadura han sido
secuenciados y contienen zonas semejantes de aminodcidos bisi-

cos e hidrofébicos(38,39).

En la tabla 2 se ilustra la composicién de la 0S-ATPasa

de corazén de res y de levadura.
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Tabla 2. Composicién de la OS-ATPasa (Complejo V)

Segmento P.M

Cuello

Corazén de res(100)

Subunidad

53000 ok Fy
50000 B "
33000 ¥ "
17000 S “
7500 € "

10000 Fy Inhibidox "

18500 OSCP Cucllo
8000 Fg -
29000 Fo
22000 "
12000 "

7800 Proteina fijadora

de DCCD

Levadura(107)

Segmento P. M.,

58500
54000
38500
31000
12000

7400
18500
29000
22000
12000

7500

Subunidad

\

2
3
y
5

Fj Inhibidor

oscp

Proteina fijadora

de DCCD



Fosforilacién Oxidativa

El mecanismo por el cual la energia procedente de la oxida-
cién de los substratos es capturada para sintetizar el ATP ha si
do una preocupacidén de los biocenergéticos, a pesar de ellb, no -
existe un mecanismo con el cual todos los datos experimentales
estén de acuerdo, lo cual por otra parte es benéfico, ya que
estimula la realizacién de investigaciones posteriores, que even
tualmente podrdn producir evidencias mds concretas acerca de é1.
Actualmente existen varias teorias propuestas para el mecanismo
de 1lu fosforilacidn oxidativa, algunas de las cuales han caido

en desusd ¥y serdn tratadas someramente.

Hipbtesis quimica. En 1953 (40} Slater, propuso un mecanig
mo para explicar la fosforilacién exidativa tomando come modelo
las reacciones de sintesis de ATP a nivel de substrato que se
producen en la glucdlisis. Propuso que en 3 sitios de la cadena
respiratoria, en los que la diferencia de potencial redox es su-
ficientemente grande, se hallarfa la energfa suficiente como para

s de ATP.

-

producir la sintes

Esta cnergia serfa captada en forma de un intermediario de alta
energia (IewX, ¥=~P), que posteriormente transferiria esta ener-
gia al ADP para dar ATP. Sin embargo por més esfuerzos que se

hicieron para encontrar este intermediario no se tuvo éxito por
lo que la hipdtesis fue perdiendo adeptos. A pesar de esto, re--
cientemente (L41) algunos investigadores estdn tratando de expli-

car el mecanismo de sintesis de ATP en otras catifén ATPasas si--
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guiendo los postulados de la hipdtesis quimica.

Hipbtesis quimiosmética. En 1961 Peter Mitchel (42) propu

50 un mecanismo para la fosforilacidn oxidativa que a diferen
cia del de Slater no requeria de un compuesto de alta energia
intermediario entre las reacciones de oxidorreduccidn y la
sintesis de ATP. En esta hipdtesis el intermediario se visua-
liza como un gradiente elcctroquimico de H'. Actualmente
esta hipStesis cuenta con bastanhtes cvidencias experimentales

(43 - u5). Estd basada en los siguientes postulados.

1.- La ATP sintetasa es una enzima de localizacién membra=-
nal, quimiosmética, dirigida reversiblemente por H' y que tie

ne caracteristicas estequiométricas de H'/Ti. .

2.~ Las cadenas respiratoria y fotoredux son sistemas de
localizacién membranal, quimiosmética y protonmotrices, que
tienen caracteristicas estequiométricas de K*/2e, y la misma
polaridad para translocar protones a través de la membrana

que la ATPasa cuando hidroliza ATP.

3.~ Existen sistemas transportadores de solutos ligadoes a
protones (oa iones hidroxilo)para estabilizacidén osmdtica o

transporte de metabolitos.

“4.- Los sistemas anteriores se cncuentran localizados en
una membrana con baja permeabilidad a los solutos en general

y a H* y -OH en particular.
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Las reacciones que implica esta hipétesis se muestran en
la figura 1. El esquema estd elaborado bisicamente con las
mismos reacciones de oxidorreduccidén de la hipétesis quimica,
exceptuande en donde intervienen los centros de FeS o fevrro--
sulfoproteinas y la CoQ, pero con la difevencia-de que en el
rnecanismo quimiosmdtico existe la translocacién de H* como
conzecuencia de la asimetria de los componentes de la cadena
cntred sitics de la misma, estos sitios son; entre NADH y FeS,
entre CoQHy y citocromo ¢ y entre CoQH y citocremo b, es--
tos dos ltimos formando parte del ciclo de la CoQ (463, Los
protones asi translocados generan un gradiente electroquimico
a través de la membrana, el cual puede ser utilizado: a) para
sintetizar ATP cuando éstos pregresan por el canal (Fo) al si--
tio activa de la ATPasa (mecanismo Qirecto) o producen cambios
conformacionales en ella (mecanismo indireeto), b) para el

transporte de metabolitos y iones a través de la membrana {(47),

b1 gradiente electroquimico estd formade por dos componen-
tas: una diferencia de potencial eléctrico C\\e » {positivo
afuera y negative adentro) y una diferencia de potencial quimi
co (HY elevados afuera y -0H elevados adentro de la membpana
mitocordriall, medido como una diferencia de pH. El gradiente

electroquimice de protonas se expresa matemdticamente con la

siguiente ecuacién: bﬂﬂ*.: ?A\’— 2.3 RY A?“
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matriz mitocondrial membiana mitarondeial espacio inter-

interna membranal

+
NADH s HE 2H

NAD"

2H*

%0p¢ 2H
H,0

ADP.pi

ATP

Fig.1 FOSFORILACION OXIDATIVA
HIPOTESIS QUIMIOSMOTICA
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la cual se puede transformar a fuerza protopmotriz (48) divi--
diendo entre la constante de Faraday. HDP =z QFL’: AAY -2 Aph
en donde A,N“; diferencia de potencial electroquimico de pro-
tones

Dy\g= diferencia de potencial eléctrico
Apll = diferencia de potencial de protones
AP = fuerza protomotriz

F, R, T = constantes de Taraday, de los gases y tempera-
tura absoluta respectivamente.

- 2.3 RT
13

L1 AP represanta en el mecanismo quimiosmético la energfa que
impulsa la sintesis de ATP o el transporte de metabolitos y

iones en la mitocondria.

El &y puede ser medido, indirectamente, mediante la distribu---
cién de iones permeantes tal como tetrafenilfosfonio y haciendo
uso de la ecuacidén de Nernst (108), midiendo el cambioc del ca--
rotero en bacterias fotosintéticas o dircctamente mediante la
implantacién de microelectrodos, esto ha sido posible en bacte
rias (50) pero en mitocondrias gigantes (51) no se ha observa-

do un AW medible.

El ApH ha sido medido por medio de la distribucibén a través

de la membrana de un &cido débil como el lactato (49) o median
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~te 3Jip RMN (u9).

El valor calculado para el AW es aproximadamente de 170 mV vy
para -ZApH es de aproximadamente 30 mV, por lo que elAP en
una mitocondria que estd respirando pero no sintetizando ATP

serd de 200 mV. (9},

Con respecto a las estequiometrias de protones bombeados por
sitio hay mucha controversia y se han réportado valores hasta
de 4 (52). Recientemente existen experimentos que parecen suge
rir la existencia de 3 bombas de protones, una en cada sitio
de foeforilacién de la cadena respiratoria, en los complejos
I, II1 y 1V anteriormente seflalados, sin embargo, &sta idea

todavia es motivo de fuertes discusiones (53 - 595).

Una variante de la hipbtesis quimiosmbética es la propuesta por
Williams (56), en la que los protones no sc equilibran con el
medio fuera de la membrana sino que permanecen en ésta; en apo
yo a esta hipdtesis, estdn los exXperimentos que demuestran,
que la fosforilacién se inicia casi inmediatamente después de
la iluminacidén y mucho antes de que se pueda medir cualquier
cambio de pH (57), o los experimentos reportados por H. Tedes-
chi, quien reportdé haber encontrado un AW muy pequefio y de
signo contrario el cual por lo tanto es insuficiente para ex-=-

plicar la sintesis ATP.

Hipbtesis conformacional. Se han propuesto otras hipétesis

para explicar la foeforilacién oxidativa, una de ellas es la

del cambio corformacional sugerida por Boyer (5B), en la cual
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el intermediario que transfiere la energia de las reacciones de
oxidorreduccién a la sintesis de ATP equivale a un cambio confor
macional en la ATPasa, en la actualidad, existen numerosas evi-

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

Mecanismo de sintesis de ATP.

Con respecto al mecanismo de sintesis de ATP, existen dos pro--
pucstos, uno deneminado directo porque en &1 intervienen direc-
tamente en la reaccién de sintesis los protones genervados en la
cadena respiratoria (61), y otro indirecto en el que el poten--
cial eclectroquimico generado se usa para liberar el ATP formado
y fijar a la enzima ADP y Pi, es decir que de acuerdo a este

macanismo la unidn del Pi y del ADP para formar ATP no requiere
energia y ey la fijacién de los nubstratos y la liberacién del

producto el paso que la requiere (62).
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INTRODUCCION

Biogénesis de las mitocondrias.

Un nimero reducido de las éroteinas mitocondriales es sinteti
zado en las mitocondrias pero la mayor parte de &stas son sinteti-
zadas en el citoplasma (63) y posteriormente incorporadas a la mi-
tocondrias. Uxisten en ella complejos proteicos cuyos componentes
son de origen bipendmico, es decir parte son cedificados por el
DNA mitocondrial y parte por el DNA nuclear. No se ha dado el caso
en el cual un mensajero transcrito en el niicleo sea traducido en

la mitocondria ni viceversa (64).

La discccidn del origen de sintesis mitocondrial y citopls

mico de los diferentes complejos, se ha logrado wediante dos enlo
ques: inhibiendo la sintesis proteica madiante anyibi&ticos espe-
cificos de cada sistema de sintesis o usando mutantes nucleares y
extracromocdmicas (citopldsmicas), obteniéndose resultados semen~-

jantes.

‘En levaduras, mediante el uso de c¢loranfenicol, que inhihe
la sintesis proteica mitocondrial, se ha logrado demostrar gue la
Fy (65), la OSCP (66) y la proteina inhibidora (3%) se sintetizan
lo que indica que su sintesis se lleva a cabo en el citosol, - -
mientras que las 4 subunidades de ia Fo no son sintctizadas, lo
que indica que su sitio de sintesis es mitocondrial. Por otra par
te si se usa cicloheximida, que inhibe la sintesis proteica del
citosol, las 4 subunidades de Fo se sintetizan, 1o que quiere de

cir que su sintesis se realiza en la mitocondria, mientras que en
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estas condiciones la sintesis de la F4, la 0SCP y la proteina in
hibidora no se lleva a cabo (67). No obstante los resultados an-
teriores, parece ser que con respecto el sitio de sintesis de al
gunos componentes de la OSATPasa no se puede generalizar, ya que
se ha demostrado que la proteina fijadora de DCCD que forma par-
te de la Fy, en mitocondrias de higado de rata y Heurospora se

sintetiza en el citosol y no en la mitocondria (68)

Utilizando la misma metodoiogfa mencionada anteriormente se ha
demostrado que las 3 subunidades mayores (I, II y III) del com-~
plejo Citocromo oxidasa son de origen mitocondrial y las Y4 meno-

res (IV, Vv, VI y V1I) de origen citoplasmitico (69).

Con respecto al camplejo b-c, parece ser que la subunidad mayor

es de ovigen mitocondrial y 21 resto citoplasmitico (70).

Miacanisno de importancia de las proteinas a la mitocondria.

Para explicar la manera como las proteinas sintetizadas en el
citesol ce incorporan a la mitocondria se han propuesto los si-

guientes mecanismous:

1.~ Por difusién

2.~ Por existencia de un péptido sefial hidrofébico que le permi

ta atravesar la membrana.

3.~ For agregacidén de las proteinas con lipidos lo que les per-

mitiria atravesar la membrana.

4.- Por incorporacidén de RNAm nuclear.y su traduccién posterior

por el sistema de sintesis mitocondrial
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5.- Por un mecanismo de descarga vectorial de polipéptidos al in
terior de la mitocondria mediante la continuidad entre el
reticulo endoplésmico rugosc y la mitocondria o por riboso--

mas directamente asociados a mitocondrias.

Actualmente ¢l mecanismo mis aceptado es el del péptido sefnal
con algunas modificaciones, que sugieren la posible fusidén de las
membranas interna y éxterna durante dicho proceso que es ademds
dependiente del potencial electroquimico (71 - 72). Sin embargo,
existen muchos datos experimentales que apoyan la sintesis a tra

ves de ribosomas asociados a las mitocendrias (73 -~ 75)

Represidn catabdlica,

In los primercs estudios sobre la regulacidn

Monod y col. ebservé que cuande crecia E. coli en presencia da

dos substratos tales como plucosa y lactosa, las enzimas requeri
das para metabolizar la lactosa solo aparecian hasta gue sz con-
sumia la glucosa en el medio; puesto que la glucosa como tal no

era el factor causante de este fendmeno, se supuso que alpuno de
sus catabolitos era el que ocasionaba la represidén de la sinte--
5is de las enzimas para catabolizar la lactcsa y por esta razdn

a este fenbmeno se le didé el nombre de "reprezidn catabdlica"

(78).

Actualmente, la represién catabdlica observada en los expe=-
rimentos originales de J. Monod y col., ha sido ampliamente estu-

diada y se conoce que la represidn de 1a sintesis de proteinas
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es debida a los niveles bajos de AMPc que existen en las células
crecidas en glucosa como fuente de carbono. El AMPc es requerido,
junto con una proteina llamada CAP (protefna activada por catabo
lito), para que la RNA polimerasa se una a los promotores especi
ficos de los operones y de esa manera transcriba los genes que

codifican para las enzimas de vias metabdlicas para la utiliza--

cién de lactosa, galactosa, maltosa, ctc,

Cuindo las levaduras son crecidas en presencia de plucosa y se
les agrega AliPc, se incrementan los niveles de consume de oxipe-
no v de algunas ennimas de la cadena respiratoria (77), esto se
podria intevpretar como que la glucosa reprime la sintesis de en
zimas regpirvatorias por un proceso semcjante al mencionado ante-
rioruente. Sin enbarpgo, recientemente se ha encontrado la exis--
tencia de una serie de preteasas, las cuales parecen estar suje-
tas a través de sus inhibidores especificos a la regulacidn por
glucosa; esto significaria que la glucosa puede regular los ni-
velec de algunas cnzimas‘rcspiratorias a través de un mecanismo
de hicrdlisis por proteasas (78). Por otra parte, también se ha
visto que las levaduras crecidas en glucosa y sujctas por lo tan-
to a represidn, una vez que se termina la glucosa en el medio de
crecimiento (cultivo) y después de un periodo de adaptacién en
la cual no crecen, empiezan a consumir el etanol formado en la
primera etapa, entrando en una fase de franca derrepresidn en la
cual la sintegis de todas las enzimas reprimidas en la primera

fase son derreprimidas.
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Antecedentes

El estudio de la regulacidn del sistema fosforilante estd
sujeto a numerosos factores uno de los cuales lo constituye la
proteina inhibidora, cuyo papel modulador a pesar de los nume-
rosos estudios realizados no estd completamente claro. La uti-
lizacidn del arma gendética de induccidn y represidn sobre las
modificaciones de los niveles de este componente cn el sistena
fosforilante nos parecieron un enfoque promisorio para estu---

diar su papel repulador.

Basados en algunos antecedentes (63) quo mostraban que «ni
levaduras crecidas en condiciones de rapresién por plucoca, la
activacidn por el pase en una columna de sefadex, Indice do
contenido de inhibidor, no se obtenfa, se suuss que eon dotis
condiciones de crecimiento el contenido de proteina inhinidora
era el resultado de una menor sintesis. En consecuencia, si
durante la represién por glucosa la sintesis de algunas enzi--
mas mitocondriales se vefa disminuida er2 posible gue la pro--
teina inhibidora estuviera sujeta a la represidén, al igual que
la Fy que es la proteina a la cual regula, pudiendo tener dos
situaciones: una en que la represién afectara 1a sintesis de
la ATPasa y la proteina inhibidora en forma paralele, lo cual
ipdicarfa que estdn en el mismo operdn, como sucede en E_coli
en que la subunidad € , supuestamente a prote{na inhibidoera
de ese sistema, se encuentra en el mismo operdn de las otras
subunidades de la ATPasa y se sintetizan en forma coordinada

(79), o un segundo caso en el que estuviera en diferente
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localizacién del genoma pero con promotor de afinidad igual para
la RNA polimerasa que el de las otras subunidades de la ATPasa.
La otra situacién seria la que contemplara el hecho de que la re
presién afectara de manera diferente la sintesis de Fy y de pro-
teina inhibidora que resultara en una produccidén no coordinada
de ellas, indicando que estdn localizadas en diferentes operpnes

y ademds que responden a diferentes promctores.

Existen en la literatura numerocsas observaciones sobre el
comportamiento del complejo Fq-Inhibidor soluble o particulado
que podrian ser tomados como eriterios de contenide de proteina
inhibidora, todos ellos indirectos, ya que la medida dirvecta por
extraccidn y purificacién ha dado resultados errdticos y la medi
da de la actividad y de la activacién no siempre puede deberse a

remocidn del inhibidor.
Objetives.

En este trabajo intentamos evaluar la modificacidén en el --
contenido de proteina irhibidera asi como la forma como regula
ésta a la ATPasa en levaduras crecidas en represién catabflica
comparandola con aquellas que son crecidas en derrepresidn. Para
realizar lo anterior utilizaremos diferentes tratamientos que
nos permitirdn inferir el contenido de inhibidor en ambos esta--
dos metabdlicos. Las pruebas comparativas a las cuales sometimos
nuectras dos preparaciones de mitocondrias fueron: la respuesta
a la temperatura, al tratamiento con tripsina y al paso a través
de una columna de sefadex G-50, sumados con las propiedades que

tiene el complejo Fi-Inhibidor de responder al establecimineto
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del gradiente electroquimico o de ser extraido en fases apolares.
Todos estos complementados con una evaluacibn nds cuantitativa
del contenido de proteina inhibidora y de Fl en particulas submi-
tocondriales, utilizando la fijacién de anticuerpos anti ambas

proteinas marcadas-con 1251.
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. 'MATERIALES Y METODOS

Cultivo:de- levaduras.

wg‘Se QSS la cépé haploide de levadura Saccharomyces cerevi-
éiée; ﬁ31i—3Aia. lig2, trp2, hisl que fue crecida primero en via
iés,agonteniéndo el sipuiente medio: extracto de levadura al 1%,
pebtona de.gelatina al 1%, glucosa al 1% y agar al 2%, se dejoa--
ron éreccr por 48 horas a 30 °C y se mantuvieron en refripgera---
cién a 4 °C; se realizaron resiembras cada tres meses y se proba
ron sus marcadores de auxotrofia para comprobar su estado de pu-
reza. En condiciones estériles se tomd un asada de levaduras del
vial eriginal y se inoculd en medio 1liquido en un matraz Erlenmg
yar Jde 300 ml de eapacidad conteniendo 50 ml de medio de cultivo
previamente esterilizado, conteniendo plucosa al 1%, extracto de
levadara al 1% y peptona de gelatina al 1% si la semilla asi ob-
tenida va a ser crecida posteriormente en medio de represién, o
en glicerol al b3, extracto de levadura al 1% y peptona de gela-
tina al 2% si la semilla asi obtenida va a ser crecida posterior
mente en medio de derrepresidn. Los matraces inoculados se colo-
caron en un agitador giratorio(Gyrotory Shaker New Brunswick Com
pany) a 30 °C y 210 RPM y se dejaron crecer por 16 horas aproxi-
madamente. Transcurrido este ticmpo se tomd una muestra en condi
ciones estériles y se observd al microscopio para descartar posi
bles contaminaciones. Posteriormente se contaron en una camara

de Neubauer para calcular el niimero de células. Con la semilla
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anteriqr se sembraron matraces de 2 litros conteniendo 500 ml de
medio de cultivo previamente esterilizado al cual se le adiciond
unindculo de 108 células por ml de medio de cultivo, que contae-.-
nia en condiciones de represién: glucosa al 8%, extracto de leva
dura al 1% y peptona de gelatina al 1% o bién gplicerol al 4%, c-
tanol al 3%, extracto de levadura al 1% y peptona de gelatina al
2% como medio de derrepresidn. Se dejaron crecer las levazuras

en el agitador giratorio a 30°C hasta la fase logaritmica media

para las crecidas en medio cu represidn y fase estacionaria para
las crecidas en medio de derrepresidn, 1o cual se loard a las 16

horas para las primerzs y después de 48 horas jpara las

Rundas,
como se ilustra en lay curvas de crecimiente de la fig. 2.
Alcanzada la fase descada, se tomd una micctra de cadi ma
traz y sec observd al microscopio para descartan ﬁcgillcs contuait-
minaciones, los matraces con indicios minimos de conteminacidn
fueron desechados. las células se separaron del medio cultivo --
por centrifugacién a 3000 RPM (centrifuga CRU 5000 Diamon/IEC Di
vigion) durante 10 minutos. lLas cBlulas sedimentadas se resuspen
dieron en medioc volumen de agua bidestilada fria y se recentrifu
garon a 3000 RPM por 10 minutos, este proceso se repitio 2 veces
mds. El paquete final que contenfa las células se mantuvo en re-

frigeracién a % °C por un periodo no mayor de una semana.

Aislamiento de mitocondrias.

La obtencién de las mitocondrias se efectud, siguiendo el

método de B. Guerin y cols. (80) con ligeras modificaciones.
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Fig. 2. Curvas de crecimiento de la levadura
Saccharomyces cerevisiae cepa D311-3A, cult~
vadas en condiciones de represion y derrepre~

si6n como se describe en material y métodos.
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Todos los pasos siguientes se llevaron a cabo a 4 °C,

Ruptura de las células. Las levaduras se resuspendieron en
un velumen igual de medio de ruptura( sorbitol 0.65M, EDTA 0.1mM,
aibdmina al 0.1%, pil 6.5 ajustado con NaOl); 25 ml de la suspen--
sién de levaduras (15 gm de levaduras aproximadamente) s¢ coloca-
ron en un frasco de 75 ml de capacidad del lHomogenizador Braun

MSK al que se le afladid un volumen igual de perlas de vidrio de

0.45-0.50 mm de diametro, se ﬁgité por 1 minuto en el homogen

dor a 3450 RPH aproximadamente, con lo gue se obtuvo un 70% de cé

lulas rotas. El homogencizado se decantd y las perlas se lavaron 2
veces con 5 ml de medio de ruppura los cuales se asizionaran al
homogeneizado. lLa mezcla sc coloed en tubos de centriiupa do WG
ml de capacidad y se centrifugaron a 800 g duranta 13 minutos en
un rotor S5-34 de la centrifuga Sorvall R C 5B. Ll paguete que
contenia las células no rotas, nlcleos y fraccioncs celulaves ce
descartd y el sobrenadante se recentrifugd por 15 minutos a 6660g.
La capa de lipides que se forma en la superficie se retird median
te aspiracidén con bomba de vacio o mediante una servilleta y se
descarté el sobrenadante; el paquete que contenia a las mitocon--
drias se resuspendidé en 20 ml de medio de resuspensién(que es 1--
gual al medic de ruptura adicionado de Tris-HC1 10 nH pH 6.5). La
suspensién se centrifugd durante 10 minutos a 830g; el paquete so
descarté y el sobrenadante se recentrifugd durante 15 minutos a
7500g;.el sobrenadante se descart$ y el paquete resultante se re-
suspendid con 20 ml de medio de resuspensién y se centrifugé a

7500g por 15 minutos, el sobrenadante se descart y el paquete fi
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nal que contiene las mitocondrias, se resupendié en los diferentes
medios, dependiendo del experimento a realizarse con las mitocon--

drias.
Esquema para la obtencidn de mitocondrias de levadura

células reprimidas o derreprimidas
resuspendidas en medio de ruptura :
mds un volumen igual de perlas de

vidrio, . i

agitacidn 1 minuto a 3450 RPM i
Y -
homogeneizado colocar en tubos

de 40 ml y centrifugar a 800g
por 10 minutos.

descartar paquete que con-~ sobrenadante centrifugar
tiene células no rotas,ni- a 6660g por 15 minutos.
cleos y fracciones celula=-

res.

LR |
paquete contiene mitocondrias  descartar el sobrenadante
resuspender en medio de resus-

pensidn y cgntrifugar 10 minu-
_tos a 830 g. [

descartar paquete. sobrenadante centrifugar
15 minutos a 7500g.

T

paquete contiene mitocondrias descartar sobrenadante
resuépender en medio de resus-

pensién y centrifugar 15 minu-

tos a 7500¢g.

—
paquete contiene mitocondrias puras deLcartar sobrena-
resuspender en medio apropiado segidn
experimento.

dante
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Obtencién de particulas submitocondriales de Magnesio ATI(PSH-

MgATP).

Se obtuvieron siguiendo el método de Tzagoloff(65) con
pequefias modificaciones. E1 paquete de mitocondrias se resus--
pendid a una concentracién de 5 mg de proteina mitocondrial por
ml del siguiente medio: sacarosa 0.25M, ATP 3 mM, MgSO; 3mM y
albiimina al 0.1%, pH 7.u(con NaOH), las nitocondrias asi resus-
pendidas se sonicaron por 30 scgundos en un sonicador NSE a la
mdxima capacidad. Ll sonicade se centrifupd a 7500g durante 10
minutos, el paquete resultante que contiene mitocondrias no ro-
tas se descartd v el sobrenadante se colocd en tubes <¢e 10 .l
de capacidad y se centrifupd por 30 minutos a 105 CGUg emplean-
do el rotor 50Ti en una Ultracentrifuga Beckman L5-503; el so--
brenadante se descartd y el paquete que contiene las partfzulas
submitecondriales de MgATP se resuspendid en sacarcsa G.25M v
acetato de Mg 10 mM a una concentracién de 20 mg de proteina

por ml.

Medida del consumo de oxigeno y control respiratorio prr owime-
Se 1llevd a cabo utilizando un oximetro YSI modelo 53 pro
visto de un electrodo tipo Clark y conectado a un registrador
HEATH modelo EU-20B.
' Para efectuar la medida del consumo de oxigeno las mito-
condrias se resuspendieron a una concentracidén de 50 mg de pro-
tefna por ml en el mismo medio de resuspensidn. La cubeta del

oximetro contenia 3 ml de medio de resipiracién(sorbitol 0.65M
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EDTA. 0.36mM. KHoPOy 10mM, Tris-HC1 10mM, KC1 10mM, albdmina sé-

rica sin 1ipidos al 0.3% y succionato 10mM ajustado a pH 6.5),

La respiracidn se inici6 con la adicidn de 60 pl de la suspensidn
de mitocondrias (3 mg de protefna mitocondrial) y se registrdé du
rante 2 a 3 minutos el consumo de oxigeno correspondiente al es--
tado 4; a continuacidn se le afiadié 10 pl de ADP (100 nmoles) y -
se registré el estado 3 hasta que se agotd el ADP y regresd nueva
mente al estado 4. A los registros obtenidos se les realizaron -
los siguientes cdlculos: control respiratorio, relacién P/0 y con

sumo de oxigeno (Q07).

La cantidad de oxigeno que existe en 3 ml de medio de respi
racién a 30°C y quc es necesario conocer para realizar los cilcu-
los, fue tomada de los datos reportados por R. Estabrppk (81) y -

equivalen a 400 nanodtomos de O por ml de medio de respiracidn.

Preparacién de particulas submitocondriales de sefadex.

Se prepararon siguiendo el método de Horstman y Racker (82)

Se utilizd una columna de sefadex G-50 tipo "coarse" (40 cm X 2.5
cm) equilibrada con el siguiente medio: KC1 250mM, sacarosa 75mM
Tris-S0; 30mM y EDTA 2 mM, ajustado a pH 8. Se colocaron 20 mg de
proteina de partfculas submitocondriales de MgATP (PSM-MgATP)

a los cuales previamente se les determind actividad de ATPasa.

Se eluyd con el medio arriba sefialado y el flujo se reguld a 12
gotas por minuto, se colectaron las fracciones que presentaban

el color caracteristico de las partfculas. El paso de las parti-
culas por la columna tomé aproximadaménte 2 horas. Se juntaron

las fracciones deseadas y se centrifugaron a 36 000 RPM por 30
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minutos en la Ultracentrifuga emplezando el rotor 50Ti, el pague-
te resultante se resuspendid en sacarosa 0.25M y se le determind

proteina y actividad de ATPasa.

Medida de la actividad de ATPasa.

La actividad de ATPasa fue ensayada por dos métodcs: colo
rimétrico miediendo el Pi liberado por la hidrdlisis de ATP si--

guiende el método de Sumner (B3) y espectrofotondtricarmente si-«

guiendo el método descrito por Pullman y cols.(19),
se lleva a cabo con un sistema enzimdtico regenerador de ATP aca
plado a la oxidacién de NADH medido a 340 nm., La cecuencia de --

rcacciones en que se basa este método se esqueratiza a continca-
q 1

cién:
Piruvato Jlactato
ATPasa Mgt Piruvato cambio\a
cinasa 340 nm
ADP PEP NADH NAD*
+
Pi

Se midié utilizando un espectrofotémetro Beckman modelo
35 provisto de registrador en la forma siguiente: en una cubeta
de 3 ml ‘se colocaron 2.9 ml de medio de ATPasa(Tris~acetato 25
mHd pH 7.4, acetato de potasio 30 mM y acetato de magnesio 3 mM)
y se le afiadid NADH 0.3mM, fosfoenolpiruvato(PEP) 0.3mM, piruva

to cinasa 20 ug, deshidrogenasa ldctica 20upg y una cantidad de-
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terminada de particulas submitocondriales, La reaccién se inicid
con la adicidn 30ul de ATP 300mM pH 7.4 (concentracién final de
3 mM}.

La actividad se caleula como sigue:

AD.0 X 3
6.22 X ng de proteina

Actividad Especifica

donde: AD.0= cambio de densidad éptica registrado en un minuto
3= volumen de la cubeta

6.22:z coeficiente de extincidn molar del NADH

Determinacién de proteina, e

La proteina fue determinada por tres métodos: en mitocon-
drias por diferencia de absorcién a 315-325(44), en particulas -
submitocondriales usando reactivo de Biuret(85) y en otras deter
minaciones como proteina de anticuerpos siguiendo el método de -
Lowry(85), en todos los casos el estdndar fue alblmina sérica bo

vina {raecibn V.

Obtencidén de enticueppos anti-proteina Inhibidora y anti-I4 de

mitocondrias de levadura.

Fueron obtenidos en conejos a los cuales se les inyectd -
en el dorso 1 mg de antigeno (F; purificada de acuerdo a (87) y
proteina inhibidora purificada de acuerdo a (35) )mezclado con
un ml de adyuvante completo de Freund, seguido de 3 inyecciones
intravenosas cada 15 dfas con 100 pg de antigeno en 100pl de 50
lueidn salina estéril. Una semana después de la {iltima inyec---

~ién, se cbtuvo la sangre por puncién cardiaca y se dejd a tem-
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peratura ambiente por 30 minutos para que se forme el codgulo,
posteriormente se centrifugd a 800g por 10 minutos y el suerore
sultante{sobrenadante) en el que se encuentran las gamma globuli
nas se precipitd en frio con sulfato de amonioc saturade pH 7.4 a
una concentracién final de 33%. Las pamma globulinas sc separa
ron por centrifugacidn a 800g por 16 minutos, el precipitade se
resuspendid en solucidn salina 0.9% y se le deternind proteina.
La suspensién se guardd en un congelador REVCO a -40°C en alicuo

tas de 1 ml hasta ser usadas.

Deteccidén de anticuerpes por doble inmunedifusisn.

Se utilizd la técnica de doble inmunodifusidn de luchier-
lony(88)en placas de agar-asar al 1% y NaCl al G.9% Se ccloca=-
ron los anticuerpos en el poso central y cn los pouos rerifiri
cos se colocaron diferentes concentraciones de encigero. Una vesz
observada la inmunoprecipitacidén aproximadamente en 48 horas,
las placas se secaron con un papel filtro Whatman ilo.5 v poste-
riormente fueron tefiidas con azul de Ccomasie al 0.25% en meta--
nol al 30% y Acido acético al 7% durante 30 minutos, se destiiie-
ron con la misma solucibén pero sin el colorarte.la fig. 3 nmues--
tra una doble inmuno difusidn utilizando anticuerpos anti-Inhibi

dor de levadura.

Marcaje de anticuerpos con 1257,

Fue realizado siguiendo la técnica del IODOGEN reportada
por Philip R.P. Salasinski y cols.(89) y Mary Ann K. Markwell y
cols.(90). En un tubo de ensaye se disolyié 1 mg de Iodogen(l,3,

4,6 tetracloro 3,6, difenil glicoluril) en 25 ml de cloroformo



Fig, 3. Inmunodifusi6n de Gamma Globulinas contra

Inhibidor de Levadura. A) el pozo central contenfa -
400 pg de Ac contra inhibidor, los pozos 1y 2 conte
nfan 50 pg de inhibidor de levadura, los pozos 3 y 4
contenfan particulas submitocondriales( 1 mg ) de -
ctlulas crecidas en derrepresi6n y represion res--
pectivamente, solubilizadas con tritén X 100al 19 .
B) ¢l pozo central contenia 1 mg de particulas submi
tocondriales (solubilizadas) derreprimidas, los po-
zo0s 1,3 y 5 contenfan; particulas submitocondriales
derreprimidas solubilizadas( 1 mg ), particulas sub-
mitocondriales reprimidas solubilizadas (L mg)e
inhibidor (25 pg ) respcctivamente. Los pozos 2, 4
y 6 contenian gamina globulinas contra inhibidor de
levadura (400 pg ).
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o diclorometano y se distribuyd en alicuotas de 50 ul en tubos o
viales en los que se va a llevar a cabo la yodinacién; se evapo-
ré el solvente con nitrégenoc gaseoso tratando de que se formara
una capa delgada(pelicula) en las paredes del tubo, para que la
mezcla de reaccidn siempre esté en contacto con esta pelicula.
En un tubo preparado con lodogen se colocaron SRl de ===~
1257 (o.5 MCi) y se le anadid Sul de HCY 0.1N para neutralizar
el NaOH en que se encuentra cl 1251, se le afiadieron 5 wg de an
ticuerpos en 300ul de solucidén salina, se agitd para mezclar y
se dejd reaccionar por 10 minutos en un bafio de hielo balo ura
campana de extraccidn; transcurridos los 10 minutos sc pasd la
mezela de reaccidn por una columna de sefadex G-10 & G-15 egqui-
librada con buffer de fosfatos(NaCl 150 mM, Na, POy, 15mM a pH
7.4), los anticuerpos marcados se excluyen de las particulas de
sefadex y salen en el volumen de exclusién; el 1251 53116 poste
riormente. El proceso de elucién se siguid mediante un contador
Geiger con el que se pudieron observar dos zonas de radioacti-
vidad en la columna, una que sale primero y que corresponde a =
los anticuerpos marcados y otra retrasada que corresponde al --
1251 libre. Se recogieron en fracciones de 1 ml y se les deter-
mind proteina; se guargaron congelados en un congelados REVCO a

-4o°cC.

Extraccién de ATPasa de mitocondrias de levadura a hexano e ine

corporacifn a liposomas.

Se siguié el método reportado por A. Darzon y A. Gdmez-
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Puyou(91). Las mitoccondrias se resuspendieron en sacarcsa 0.25M
a una concentracién de proteina de 3 mg en 70 pl. Todos los pa=-
so5 se¢ llevaron a cabo a 4°C, se colocaron los 70 pl de la sus-
pensién mitocondrial cn el fondo de un tubo de 40 ml de capaci-
dad y se le afiadié 1 ml de hexano conteniendo 10 mg de asolecti
na, se mezclaron y sonicaron por 4 minutes en un sonicador Bran
sonic, inmediatamente después se le afadidé 0.1ml de CaClp 1My

se agitd en el vortex por un minuto. La emulsidén se centrifugd

por 4 minutes en una centrifuga clinica a la mdxima velocidad -
para geparar las dos fases; se obtuvo la fase orgdnica y se co-
locd en otro tubo, el solvente se evapord con nitrdgeno gaseoso
tratando de dejar una pelfcula en las paredes del fondo del tu-
bo; a aste residuo se le ahadieron 0.2 ml de Trig-acetato 25mM

pH 7.4 y ge agitd en el vortex por 4 minutos para formar los 1i
posomas. la fig.4 es un esquema de los pasos seguidos para obte

ner los liposomas con la ATPasa incluida.
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FTig. U. Pasos seguidos para la obtencién de liposomas con la

ATPasa incluida.
70 ul de suspensidén de mitocondrias
(3 mg de prot.)
+
1 ml de hexano con 10 mg de asolectina

sonicar 4 minutos en “Bransonic"

emulsién
+

1001 de CaClp 1M
1 minuto de vortex

4 minutos centrifugar en centrifuga clinica

A2
fase orgdnica evaporar fase acuosa
con nitrdgeno gaseoso

residuo + 0.2 ml de
Tris-acetato 25mM

t

agitar en vortex Y minutos

produce liposomas con pro-
tefnas mitocondriales in--
corporadas.
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RESULTADOS

Durante el crecimiento en glucosa se reprime la sintesis de
enzimas necesarias para utilizar otras fuentes de carbono diferen-
tes de ésta(92), las causas de esta represién son atribuidas a la
presencia de niveles bajos de AMPc, el cual es necesario junto con
la proteina CAP para que la RNA polimerasa se una a los sitios pro
motores especificos en el DNA(76). Ademds de la represifn de la
sintesis de este tipo de enzimas, también hay represién en la sin-
tesis de enzimas implicadas en otras vias metabdlicas, incluyendo

.algunas de 1a transduccidn de energia como son: la citocromo oxi=-
dasa y la ATPasa(2,93).

Como el objetivo principal de este trabajo es el de estu--
diar la regulacién de la ATPasa por la proteina inhibidora en con
diciones de crecimiento de represién y derrepresién catabdlica,
se copgsiderd conveniente caracterizar algunos pardmetros de las
mitccondrias que sirvieran de criterio para asegurar qﬁe se en--—-
cuentran en el estado metabdlico requerido.

Ya que durante la represidn por glucosa se inhibe la sintg
sis de enzimas mitocondriales de la cadena respiratoria, es de es
perarse una inhibicidén en el consumo de oxigeno, control respira-
torio y ADP/0, como se ilustra en la tabla 3, con datos comparati
vos de células crecidas en derrepresién. Se observa en forma sobrg
saliente el menor consumo de oxigeno en mitocondrias reprimidas,
lo cual es indicio de un menor contenido de cadenas respiratorias

y sugiere que las levaduras crecidas en glucosa estaban al ser co

'
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Tabla 3. Pardmetros Respiratorics en Mitocondrias ce leva

duras Crecidas en Represién y Derrepresién Catab&lica.

Condiciones de Control ADP/O Q0,

de Crecimiento Respiratorio nanodtomos/mg/hora
Derreprimidas 2 1.5 2280-4680
Reprimidas 1.2 - 720-860

A la cdrmara de respiracién 1z cual contenfa 3 ml de medio <e res-
piracidn(ver material y métodos) se le agregaron 3 mg de proteina
mitocondrial y se registrd el consumo de oxigeno(estado 4) duran-
te 3 minutos, posteriormente se le aRadidé ADP a una concentracién
final de 0.33mM v se registrd el estado 3 hasta gue se agotd y re
gresd nuevamente el estado 4. '

El control respiratoric se calculd midiendo la velocidad de con-
sumo de oxigeno en el estado & inicial y el estado 3 inmedlato.
La relacién ADP/O se calculé suponiendo que todo el Oy censumido
mientras se agoté el ADP representa ATP esterificado, este valor
no pudo ser calculado para las reprimidas debido a su bajo con--
trol respiratorio.

El QO0, se caleuld suponiendo que en los 3 ml de medio de respira-
ci6én existen 1200 nanodtomos de oxigeno, como fué reportado por

R. Estabrook (81).
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sechadas en la fase de represién, ya que se ha visto que durante
el crecimiento de levaduras en glucosa éstas presentan una curva
de crecimiento dialxico(2), con una fase de crecimiento rdpido
(tiempo de generacibén de 2 horas) que es propiamente la fase de
represibén y es cuando se consume la glucosa, seguida por una fa-
se de adaptacién en la que no hay crecimiento y luego una fase
de crecimiento lento(tiempo de generacién de 6 horas aproximada-
mente) en la que se consume el etanel producido en la primera fa
se y que es realmente de derrepresién, ya que se sintetizan la
mayoria de las enzimas reprimidas en la primera fase, siendo in-
distinguible desde este punto de vista de aquellas levaduras cre
cidas directamente con un subgtrato no fermentable.

Una caracteristica importante observada en mitocondrias -
reprimidas, previanente reportada por Tzagoloff(G5), es la obser
vacién mediante microscopio electrénico con el proceso de tin---
cidén negativa, de que las membranas internas de las mitocondrias
de levaduras crecidas en represién contienen menos particulas de
ATPasa que aquellas crecidas en derrepresién. La fig. 5 muestra
micrografias electrénicas de mitocondrias de levaduras crecidas
en represién y derrepreeidn, en las que se puede observar la di
ferencia de contenido de ATPasa(esferas de 90 A° de Ferndndez-
Worin) en mitocondrias de ambas condiciones, de acuerdo con lo
observado por Tzageloff.

Cuando se inhibe la sintesis proteica mitocondrial con

cloranfenicol (100) se ha observado que la F, cs recuperada en

el sobrenadante post-ribosomal, lo que indica que al no ser --
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sintetizado el componente mcmbranal (Fo) del complejo 0S-ATPasa,
la T4 no se incorpora a la membrana interna mitocondrial, cste
fendmeno se observé tambidn durante ia represidn catabdlica. La
fig. 6 muestra los resultados de la electiroforesis en geles de
acrilamida con SDS del sobrenadante post-ribosomal de levaduras
crecidas en represidén y derrepresidn catabblica. Se cobserva que
algunas subunidades de la [y se encucntrar en mayor abundancla
en el sobrenadante post-ribosomal de levaduras reprimidag, £i se
comparan cen el de levaduras derreprimidas. Esto podria indicar
que durante la represién se ve :ds afectada la sintesis de Fo en
las mitocondrias que la Fq en 21 citoscl, o que se encuentyra ai-
terado el mecanisno de incorporacidn de proteinas a través de
las membranas mitoceondriales(72). .

Los datos anteriores: bajo consumo de oxigeno, control
respiratorio y ADF/0, pocas ATPasas en tincidn negativa y abun-
dancia de segmentos de Fyq en el sobrenadante post-ribosomal; pa
recen indicar que las mitocondrias obtenidas durante la repre--
sién catabflica tienen las caracteristicas esperadas si se com-

paran con las de levaduras crecidas en derrepresidn.
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Fig.6. Electrofdresis en Gel de Acrilamida al 109,
con SDS, carril 1; 30 pg de ¥y purificada de leva-
dura, carriles 2 y 3; 50 g de sobrenadante post-I
ribosomal de células reprimidas, carril 4,50 pg

de sobrenadante postribosomal de células derre~
primidas.
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Activacién de la ATPasa Mitocondrial por el ECstablecimlento del

Gradiente Llectroquimico.

Desde que Pullman y Monrey(32) aislaron una proteina de
mitocondrias de corazén de res con actividad inhibitoria sobre
la actividad de ATPasa, ésta ha sido sujeta de multiples estu--
dios que han sugerido una posible funcién regulatoria sebre 1a
la ATPasa(94). Entre los muchos enfoques experimentales a que
ha sido sometido el inhibidoer asociado a la ATPasa, algunes de
ellos han producido resultados interesantes: A. Cémez-Tuyou y
cols, {95) reportaron que las particulas submitocondriales de
MgATP que parecen tener el inhibidor en el sitin inhibitorio,
presentaban un retrasc en la fase inicial de 1la sintecis de ATTF
y que estas mismas particulas, si eran preincuhada& con succina
to y medida la sintesis de ATP, el retraso desaparecia, Vor
otra parte si se media la reaccién inversa o de hidrdlisis de
ATP, presentaban un incremento de la actividad comparadas con
aquellas que no eran preincubadas con succinato. SI por ctra
parte, particulas de estado 3 & de sefadex a las que se les ha
removido el inhibidor de su sitio inhibitorio eran sometidas a
un tratamiento idéntico no presentaban la activacifn. Resulta--
dos semeijantes fueron obtenidos por D. Harris y A. Crofts en
cloroplastos(96). Los resultados anteriores fueron interpreta--
dos como debidos al movimiento del inhibidor de su sitic inhibi

torio por el establecimiento del potencial electroquimico.

‘Con base en Jos resultados anteriormente citados es posi-

ble utilizar la activacién de la ATPasa por el establecimiento
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del potencial electroquimico como un criterio de la presencia de
inhibidor en particulas submitocondriales de levaduras crecidas
en represién y derrepresidn catabdlica.

Los resultados de 1la tabla 4 ilustran el efecto de la ge-
neracidn del gradiente electroquimico sobre la actividad de ATP-
asa de particulas submitocondriales reprimidas y derreprimidas.
Las particulas de células reprimidas presentan una actividad es-
cifica menor de ATPasa, debido a la represién catabdlica y ésta
no es estimulada por la preincubacidn con succinato en contraste
con las particulas de células derreprimidas que se estimularon
un 46¢%.

La posibilidad de que la falta de activacién de la ATPasa
por ¢l gradiente cn las particulas de células reprimidas, se¢ pu-
diera deber a una menor o nula capacidad de la cadena respirato-
ria para generarlo, es parcialemente descartada por los trazos
mostrados en la fig. 7, en la que se nota que ambas mitocondrias
genecran un gradiente semejante medido por el método de la safra-
nina(104). Por lo anterior, es posible suponer que el contenido
de inhibidor de las particulas de células reprimidas sea menor
ﬁue en las particulas de c¢élulas derreprimidas siguiendo este

eriterio.

Estimulacién de la Actividad de ATPasa de PSM MgATP por Calor.

Como la asociacién de la proteina inhibidora con la Fy es
fundamentalmente de tipo no cavalente, es posidble remover el in-
hibidor del complejo Fi-inhibidor mediante diferentes tratamien-

tos entre los cuales se encuentra la disociacién a temperaturas
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Tabla 4. Efccto del Potencial Electroquimico
sobre la Actividad de ATPasa en PSM MgATY

Condiciones de Adicion de Actvidad de ATPasa_ Estmulacién
Crecimiento Succinato nmoles Pimg lmin-l (% )

Derreprimidas - 460

Derreprimidas + 670 1
Reprimidas B 126

Reprimidas + 126 0

Las particulas fueron preincubadas durante 5 minuws a 30 °C con
agitaci6n, a una concentracién de 1 mg por ml de sacarosa 0,25 M
+ succinato 5 mM; al final de los 5 minutos de prc-incubacién se -
tomé una alfcuota de 0.1 ml y se midi6 actividad de ATPasa espec-
trofotométricamente siguiendo el procedimiento especificado en --

métodos.
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Fig. 7. Medida de la Generaci6n del Gradiente Electroquimico
en Mitwcondrias de Levaduras Reprimidas y Derreprimidas por
el Método de la Safranina. 1 mg de mitocondrias reprimidas o
derreprimidas fue afiadido a una cubeta de 3 ml la cual contenfa
2.9 ml de sacarosa 0.65 My safranina 16 yM. El cambio de
absorbencia de la safranina a 511/533 fue registrado con un ea-
pectrofotdmetro de doble haz, En donde se indica se hicieron a-

diciones de 10 a1 de succinato 0.5 M 6 1 pg de antimicina.
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ro desnaturalizantes. Las temperaturas mis elevadas desnaturali-
zan a la F1 y siendo el inhibidor resistente a ellas(33) este
procedimiento ha sido utilizado como un paso en su purificacidn.
Por otro lado se ha reportado (36) que las particulas submitocog
driales incubadas a 40°C presentan un incremento de la actividad
de ATPasa observada a partir de los 10 minutes de incubacidn, es
to ha sido interpretado como debido a la disociacidén del inhibi-
dor de la ATPasa con la consecuente activacién de ésta.

Las particulas de MgATP de células crccidas en represibn
y derrepresidén fueron sometidas al tratamiento con calor, los re
sultados obtenidos se ilustran en la {ig. 8. Se puede observar
que la actividad de ATPasa de particulas de MgATP de células cre
cidas en derrepresién se estimulé un 100% en les primeros 30 mi-
nutos de incubacién a Y0°C no increnmentandose despuds de este
tiempo. Por otra parte, en PSM MgATP de células béppinidas no
fué posible observar dicha estimulacién de la actividad.

Aparentemente siguiendo este criterio, las particulas de
células reprimidas no parecen contener una cantidad importante
de proteina inhibidora que contrasta con la notable activacidn
observada en las particulas de células derreprimidas. Después
de la activacién,la actividad de ambas particulas permace esta-
ble al calor a los tiempos més largos empleados en el experimen~

to.
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Fig. 8. Estimulaci6n de la Acdvidad de ATPasa por Calor en
PSM MgATP de Células Reprimldas‘y Derreprimidas. 2 mg de
PSM MgATP fueron incubadas en 1 ml de la siguiente solucién:
tris-acetato 3:% mM, ATP 2mM y EDTA 1 mM, alos tiempos
indicados sc tomaron alfcuotas de 0.1 ml y se les midi6 acti-

vidad de ATPasa espectrofotométricamente.
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Estimulacidn de la Actividad de ATPasa en PSM MgATP por la Colum-

na de Sefadex.

Ha sido reportado que las particulas de MgATF pasadas a
través de una columna de sefadex G-50 presentan una actividad ma-
yor(7) debido a la remocién del inhibidor de la Fl durante dicho
proceso. Tzagoloff(65) encontrd que las particulas submitccondria
les de levaduras crecidas en represidn no presentaban estimula---
cibén de la actividad depués de ser pasadas por la columna de sefa
dex. Siguiendo estos criterics se realizaron los experimentos
ilustrados en la tabla 5 para inferir si existia diferznte conte-
nido de inhikidor en las dos clases de particulas empleadas. Los
resultades de la tabla 5 muestran claramente una mayor estimulu--
cién de la actividad(16 veces) en las rarticulas, derrveprimidas
que en las reprimidas(2.5 veces). La menor, pero existente acriva
cién observada en particulas de sefadex de levaduras reprimidas,
podria indicar, que en éstas, existe inhibidor en menor cantidad
que no ha sido detectado por los otros métodos previzmente cita-
dos, como la activacién por gradiente o por calor y que el méto-

"do del sefadex, mucho mis drdstico, 51 logra detectar.

Estimulacién de la Actividad de ATPasa por Tripsina en PSM MzAT?

de Levaduras Crecidas en Represidén y Derrepresién.

La tripsina es una enzima proteolitica gque rompe uniones
peptidicas primordialmente donde el grupo carboxilo de la unifn
esdela lisina o arginina. Esta caracteristica ha sido empleada co
me una arma para detectar accesibilidad de proteinas en comple--

jos enzimiticos(2u).
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Tabla 5. Estimulacién de la Actividad de ATPasa por el
Paso de Particulas de Levaduras Reprimidas y Derrepri
das a Través de una Columna de Sefadex,

Condicioncs de Tratamicnto  Actividad de ATPasa Estimulacién
Crecimiento con Scfadex  nmoles mg™ min™  # de veces

Derreprimidas - 650

10
Derreprimidas + 6410
Reprimidas - 500

2.5
Reprimidas + 1220

20 mg de particulas con actividad basal registrada en la tabla fueron
pasadas por una colunina de Sefadex (como se especifica en materlal
y métados) y colectadas por centrifugacién. La actividad de ATPasa

fue medida espectrofotométricamente.
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El iﬁ%ibidor,un polipéptido pequefio, es muy susceptilble 2
la accién hidrolitica de la tripsina (32, 33) y esta susceptibi
lidad es conservada aln cuando se encuentra unido. a la F; solu
ble o particulada (36). AL parecer en estas (ltimas existe mayor
ataque proteolitico del inhibidor que de la Fs4, lo que ccasiona
cierta estimulacidn de la actividad de ATPasa oen rangos muy es-
trechos de concentracién de tripsina. Cuando las particulas de
MgATP de células crecidas en represidn y derrepresibén se incuta
ron con una cantidad fija de tripsina, determinada como adecua-
da en un experimento anterior, se obtuvieron les resultados ilus
trados en la figura 9. En las particulas de céiulas desreprimi-
das hay un incremento de la actividad que comienza a les & ninu
tos y llega a su méximo a los 15 minutos. BDurante este nite
tiempo, la actividad de ATPasa de las particulas'de eéliulas re-
primidas no muestra ninguna variacién notablé y pesteriovmente
decae bruscamente, indicando la hidrélisis de la ATPasa. Ef sig
nificativa la diferencia de activaciédn en los primeros 15 minu-
tos de incubacién, que indicaria la presencia del inhibidor en
las particulas derreprimidas. $in erbarpo, la resistencia de la
Fq, supuestamente sin inhibidor en las reprimidas, al ataque
proteolitico, podria también indicar una menor accesibilidad le
ésta en las particulas de células reprimidas que paracdédjicanente
deberia ser mds atacada debido a su menor concentracidn ya que
la proporcién tripsina/F, es mayor, por lo que es posible supe-
ner que en estas condiciones la F; se encuentra erbebida en la
fase hidrofébica de la membrana y defendida del ataque proteolf

tico. La proteblisis a tiempos largos procede paralelamente er
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Fig. 9. Estimulacién de la Actlvidad de ATPasa por Tripsina en PSM
MgATP de Levaduras Crecidas en Represién y Derrepresion.
2 mg de PSM MgATP se incubaron a 22 °C en un ml del medio sigulen
te: tris-acetato 35 mM, ATP 2mM, EDTA1lmM y 80ugde trip-
sina. A los tempos indicados se tomaron alfcuotas de 0.1 ml y se -
les afiadi6é 30 »g! de inhibidor de tripsina, inmediatamente después se -
determin6 la actividad de ATPasa colorimétricamente como se espe-~

ciffca en métodos.



ambas particulas mostrando que una vez que ambas han sida expues

tas, la actividad degradativa sobre la Fy es rapida.

Extraccidén de la ATPasa de Mitocondrias de Levadura a Hexano e

Incorporacién a Liposomas.

Transferir moléculas proteicas a solventes orginicos

éter) es un método que en bicenergética ha tenido mucha acepta--
cidn, principalmente porque algunos de lés componentes de los
complejos implicados en la transduccibén de energia tantc ea mite
condrias como en cloroplastos y levaduras, son de tipo hidesfdbi
co y por consiguiente solubles en solventes no polares, siendo
relativamente ficiles de extraer y posteriormente incorporar a

liposomas para su estudio (97).

Recientemente ha sido reportada la extraccidén a hewano y
éter de la ATPasa de mitocondrias de corazdn de res (91), encon
trdndose que la cantidad de ATPasa que s extrae y posteriormen
te se incorpora a liposomas, estd de alguna manera relacicnada
con el contenido de proteina inhibidora en su sitio irnhibitorio,
ya que una vez en el liposoma, la ATPasa presenta una activa=-~=
cifn en el transcurso del tiempo que sugiere una anictivacién

del inhibider (91).

Las mitocondrias de células reprimidas y derreprimidas
fueron sometidas a este método de extraccidn, los resultades se
pueden apreciar en la figura 10. Puede verse que hubo una mayor

incorporacién de ATPasa a liposomas cuando se usaron mitocondrias



54+

A Derreprimidas
9 Reprimidas

N

\y —_
—-—-o-————-o\ ‘
0 b

. , 4 ’
4 8 » 24 U
Tiempo de incubaci6n a 22 °C (horas) !

g

= E g0 Pt mgrt minc)
5 3z & &

Actividad de A'TPasa nmoles de Pi m

[0
[~]

Fig. 10, Extracci6n de la ATPasa Mitocondrial de Levaduras Reprimidas

y Derreprimidas aHexano e Incorporacidn a Liposomas. 3 mg de mitocon
drias reprimidas y derreprimidas con actividad de o. 26 y 0.42 amoles mg’}
min-1 respectivamente, fueron sometidas al proceso de extracci6n como

se especifica en métodos, los liposomas resultantes fueron incubados a

22 °C por los Hempos indicados en los que se tomaron alicuotas de 30 ul

y determinada su actividad espectrofotométricamente,
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de células derreprimidas que cuando se usaron reprimidas. Por
otra parte, la activacién en el transcursc del tiempo fue mdxi
ma a las 8 horas en las derreprimidas decayendo posteriormente
a niveles mds bajos que los iniciales, mientras que las repri-

midas presentan este efecto apenas perceptible.

No es posible afirmar si en la extraccidn con solventes
orginicos existe preferencialmente una extraccidén de ATPasa cen
teniendo inhibidor sobre las ATPasa libres de éste, sin a2mburgo,
los resultados de la figura 10 muestran gue a pesar de que la
actividad especifica de ambas preparaciones de mitocondrias di-
fiere en algin grado; en la extraccién a liposomas la diferen--
cia es bastante notable, supiriendo que la extraccidn es espaci
fica para las ATPasas en complejo con la proteina Enhibidora~

aunando esto a los experimentos anteriores, &ste podria ser el

caso.

También debe tomarse en cucnta que en las cé&lulas reprimi-
das el contenido de ATPasas en las mitocondrias es menor (micros
copia electrénica y curva de titulacién de particulas de sefadex
con inhibidor exfgenc en la figura 12)1o cual explicaria una
menor extraccidn pero no una menor activacién, lo cual pudiera
probablemente ser debida a un menor contenido de proteira inhi-

bidora en las mitocondrias de células reprimidas.

El hecho de que el complejo Fy-inhibidor sea mis soluble
en solventes orgdnicos estd de acuerdo con la observacién de que
el complejo es mis estable al frio (32); ambos criterios, la

extraccibén a solventes orginicos y la estabilidad al frio del
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‘complejo podria explicarse aduciendo que el complejo Enzima-Inhi

bidor tiene mayor hidrofobicidad que la Fy sin éste.

Inactivacidn de la ATPasa por Frio.

Cuando la proteira inhibidora fue aislada por Pullman y
Monroy (32) ademis de encontrar que inhibfa la actividad de
ATPasa se observd que le conferia cierta proteccién a la inacti-
vacibn por frio. Posteriormente Bruni y col. demostraron este
mismo efecto en la Ty particulada (98) usando diferentes particu
las con contenido variable de inhibidor como las de MgATP, sefa-
dex ~amonio y EDTA, encontrindose que la inactivacidn por frio
era mayor mientras menos inhibidor tenian las ATPasas de las par

t{culas anteriormente sefialadas.

Apoyados en estos experimentos que indicaban que la ATPasa
era protegida de la inactivacién por el frio, dependiendo del
contenido de inhibidor que é&stas tuvieran, se disefiaron los expe
rimentos de la tabla 6 utilizando PSM MgATP de levaduras creci--
das en represién y derrepresién. Los datos de la tabla 6, confir
man en las PSM de levaduras derreprimidas lo obgervado en la fi
gura 8, mostrando una activacién del 100% por el calor. Y ademds
esfibles al frio, ya que despuds del tratamiento a 4°C el calen=-
tamiento a4 #40°C manifiesta la midxima actividad. Por otro lado,
si analizamos el comportamiento de las ATPasas de PSMs de levadu
ras reprimidas, su sensibilidad al calor es congruente con los
resultados de la figura 6 ya que no son activables por calor
(0.92-0.%6) y son parcialmente sensibles al frio, ya que después
del tratamiento a 40°C no se recupera la méxima actividad

€0.92-0.57) mostrando que hay heterogeneidad en las enzimas ya
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Tabla 6. Inactivacion de la ATPasa por Frfo

4 mg de PSM en 2 ml del medio siguiente: tris-acetato 35 mM,
ATP 2 mM y EDTA 1 mM se le midi6 la actividad inicial y pos~
terlormente fueron divididas en dos lotes uno de los cuales se
incubd a 40 °C por una hora y el otro a 4 °C por 12 horas, al fi-
nal de cada tiempo se tom6 una alfcuota y se midi6 la actividad
de ATPasa({columnas 2 y 3 respectivamente), posteriormente se
reincubaron en la forma siguiente: las incubndas primero a 40°C
por una hora se reincubaron a 4 °C por 12 horas y las que fueron
incubadas a 4 °C ahora se reincubaron a 40 °C por una hora, al
final de este tiempo se les midi6 la actividad de ATPasa(columnas
4 y 5 respectivamente) por el procedimiento eSpecirc;(otométrico.

pmoles de Pi mg-lmin-1,

Condiciones  Actividad 1 hora 12 horas 1 horaa 40°C 12horas

de a a luego 12 hrs. a 4°C lue-
Crecimiento  Infcial 40°C 4°C a4C go 1 hx, 40°C
Derrveprimidas 1,2 2.12 L0 - L10 2.21

Reprimidas 0.92 0.96 0.45 0.19 0.57
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que no son como se esperaria totalmente inactivadas por las bajas

temperaturas.

Fijacidn de Anticuerpos Marcados con 1251 a PSM MgATP de Levadu

vas Reprimidas y Derreprimidas.

Los anticuerpos han sido ampliamente utilizados en bioenepr=-
gética con diferentes enfoques: topolopia en la membrana o en la
enzima soluble de subunidades de la ATPasa (99) o de la citocromo
oxidasa, localizacidn del sitio de sintesis de las subunidades de
la ATPasa o de la citocromo oxidasa (67, 59), desplazamicnto del
inhibidor en la ATPasa (101), cstequiometria de las subunidades
de la ATPasa (102) y otros (103); ésto se debe a la pavticuléri——
dad que tienen los anticuerpos de reaccionar en forma especifica
can el antigeno que produjo su sintesis. Basados en estos antece-
dentes decidimos evaluar el contenido de proteina inhibidora y de
F; en las particulas de células reprimidas y derreprimidas. Los
resultados obtenidos se muestran en la figura 11, en la que se
observa que existe inhibidor en las particulas de las levaduras
reprimidas que no pudo ser detectado con log criterios mds burdos,

en los que solamente la activacién con sefadex mostrd que existia,

§in embargo, si se compara el contenido de éste en las leva
duras reprimidas tomando en cuenta la fijacién de anticuerpos mar
ados a saturacidn, el contenido es aproximadamenfe un 60% del de
las particulas derreprimidas, este 60% detectable solo por sefa--
dex y fijacién de anticuerpos marcados sugeriria que la proteina
inhibidora en las particulas de levaduras reprimidas no se mani--
fiesta funcionalmente, ya que existe pero no parece estar ejer---

ciendo un efecto inhibitorio total, sino parcial, solamente demos



ug de anticuerpo marcado fijado por mg de prot.

10

/A anti-ioh. dexrep
A

A

A anti-F) derrep.
A/_
/c/"' © and-fnh. rep.
Iy /

» / i,

10 20 40 80 100 110
ug de Ac 1251 afiadido
Fig. 11. Fijaci6n de Anticuerpos Anti~F, y Anti-Inhibidor Marcados
con 1251 a particulas de MgATP de Levaduras Reprimidas y Derre—
primidas. La reacci6n de fijacion se llevé a cabo con 1 mg de PSM
reprimidas v derreprimidas y la cantidad de anticuerpos sefialada
en la fig. La fijacién inespecifica fue restada con un control con

gamma globulinas marcadas o preincubando por 12 horas con gamma

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

de sefadex.

Por otro lado el contenido de Fy en las reprimidas es apro-
ximadamente un 50% del de las derreprimidas, sin embargo las acti
vidades especificas no muestran diferencias del 50% cuando la ac-
tividad se midid en condiciones normales; pero cuando la activi--
dad fue medida al mdximo (experimento de temperatura) los resulta
dos son congruentes con una disminucién de entre el 40% al 70% en
condiciones de activacidén. La variabilidad en el contenido de Ty
puede deberse a diferentes grados de represidén, o a que la Fy me-
dida en las particulas es un promedio de las activas y de las ac-

tivables en ambos casos.

De cualquier mancra los datos parecen indicar que en las
condiciones del experimento y tomando en cuerta la posible dife--
rente afinidad de los anticuerpos empleados, la represién catabb-
lica produce represién de ambas proteinas, la Fq y la proteina in
hibidora, lo cual podria indicar que se sintetizan y reprimen
coordinadamente como es acorde con una proteina que pertenece al

complejo y actia como un regulador de su actividad,

Titulacidn de Particulas de Sefadex con Inhibidor Exdgenc.

Cuando las particulas de sefadex de ambas condiciones (re--
primidas y derreprimidas) fueron tituladas con inhibidor ex8geno
para medir su efecto inhibitorio, se observaron los resultados
que se muestran en la figura 12 en la que vemos que mientras en
las derreprimidas se logra inhibir como miximo un 80% con 7 pg de

inhibidor afiadido, en las reprimidas con concentraciones tan bajas
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Fig. 12. Titulacién con Protefna Inhibidora Exégena de la
Actividad de ATPasa en Particulas de Sefadex de L.cvadu-
ras Reprimidas y Derreprimidas.

La accl6n de la proteina {nhibidora fue determinada incu-
bando las cantidades sefialadas de proteina con S0ug 6
100 pg de partfculas submitocondriales de scfadex de le-
vaduras reprimidas y derrcprimidas respzctivamente, -
enl0pl de tris-MES 10 mM y ATP-Mg 250 pM a pH 6.6
por 10 minutos a 30 °C, al cabo de los cuales se tomaron

alicuotas para estimar la hidrolisis de ATP por el métado

PEURL N P I, P

Derreprimidas
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como 0.5 ug se alcanza el 100% de inhibicidn. Estos resultados
indican que en las particulas de sefadex, consideradas como des-
provistas de inhibidor, procedentes de mitocondrias de levaduras
reprimidas, tienen un contenido bajo de sitios receptores de pr;g_
teina inhibidora si se comparan con las particulas de levaduras
derreprimidas, Esto estd de acuerdo con la observacién de un me-
nor contenido de actividad especifica de ATPasa y de complejos
de Terndndez-Mordn en 1a tincidén negativa de particulas de leva-
duras reprimidas, y con el menor contenido de ATPasa detectada

por los anticuerpos anti-Fq marcados en las mismas particulas.
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DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Consideramos que en la discusibén general es necesario eva-
luar los diferentes criterios utilizados para deducir el conteni
do de proteina inhibidora en las preparaciones empleadas, lo que
nos permitird llegar a conclusiocnes que estén de acuerdo con la

mayoria de los resultados obtenidos.

Estimulacién de la actividad de ATPasa por el establecimientc de

un_potencial electroquimico: come mencionanes antariormente, la

estimulacidn de la actividad de ATPasa de PSM KpATP Jue han side
preincubadas con un substrato oxidable para generar potencial
electroquimico, ha sido interpretado como el resultado de una mo
vilizacién de la proteina inhibidora de su sitio irhibitorio,
por lo que cualquier incremento de la actividad de' ATPasa podria
significar que ha habido movilizacién de la proteina inhibidora,
mientras que la observacién de un resultado negativo podria de--
berse a varios factores: 1) las particulas submitocondriales por
desacoplamiento o por pérdida de parte de los componentes de la
rcadena respiratoria son incapaces de generar un potencial elec--
troquimico necesario para que este criterio sea Gtil como medida
de contenido de inhibidor. 2) La proteina inhibidora permanece
en el sitio inhibitorioc de la ATPasa ain después de apYicado el
potencial. 3) Las ATPasas contienen a la proteina inhibidora en
un sitio no inhibitorio como lo observado por nosotro§|en las
particulas de estado 3, por lo que aungue exista potenéial, éste
sea capaz de remover al inhibidor solamente del sitig-inhibito--

rio y este sea la causa de que no se observe estimulacidn de la
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actividad. W4) Las ATPasas no contienen proteina inhibidora o
existe una proporcidn de las ATPasas que contiene el inhibidor

en el sitio no inhibitoris y otras carecen de é1.

Los resultados obtenidos siguiendo el criterio de estimu
lacién de la actividad de ATPasa por el establecimiento del po
toncial electroquimico, mostraron que las PSH MBATP de Levadu-
ras crecidas en represién no se estimularon, mientras que las
crecidas en derrepresién se estimularon un 46%. Este hecho in-
terpretado en base a lo anteriormente expuesto, podria sugerir
‘que solamente un porcentaje de las PSM MgATP de células derre-
primidias tienen inhibidor en su sitio inhibitorie activable
por potencial electroquimico y otro porcentaje lo tiene en el
sitio no inhibitorio, ya que observamos una actividad inicial
alta debido probablemente a la oxidacidn de substratos endége-
nos o a la netodologia empleada, Sin embargo, las PSM MgATP de
Levaduras reprimidas no presentaron estimulacidn, a pesar de
que las mitocondrias de ambos tipos de células fueron capaces
de penerar un potencial medido por el método de la safranina.
Sin embargo, las posibilidades mencicnadas en los incisos 2,
3, 4 y § referentes a otras causas por las cuales pudo no ha--
ber habido estimulacién de la actividad en las PSM MgATP de le
vaduras reprimidas, tendrdn que ser evaluadas con los crite---
rios posteriores los que nos permitirdn discernir cudl de és--

tas es la verdadera.
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Estimulacién de la actividad de ATPasa por calor. Los resultados

obtenidos con este tratamiento muestran una diferencia clara en-
tre las levaduras reprimidas y derreprimidas lo cual nos permite
deducir que las reprimidas parecen no contener inhibidor por leo
menos en el sitio inhibitorio. Cabe hacer notar al respecto qud

Y. Landry y A. Goffeau en PSM de levaduras crecidas en represida

por glucosa (36) de Schizossaccharomyces pombe encontraron resul

tados semejantes a los observados por nosotros, en las que PSH
de levaduras crecidas en represién (glucosa 2%) tenfan una menor
estimulacién por calor que aquellas crecidas en derrepresién,
pero que &i las particulas eran solubilizadas con tritdén la dife
rencia en cuante al porcentaje de estimulacidn desaparecia. Los
autores explican estos resultados diciendo que la actividad inhi
bidora del inhibidor es expresada en forma diferén%e en las meni=-
branas de levaduras reprimidas que en aquellas derreprimidas,
aunque posiblemente la estimulacién por calor que ellos observa-
ron se deba a que nsafon glucosa al 2% y las levaduras f{ueron
crecidas por 20 horas, tiempo que pudo ser suficiente para que
las levaduras agotaran la glucosa del medio y por consiguiente
pudieran haber pasado a una etapa intermedia entre represién y
derrepresifén, en la que existe sintesis de enzimas reprimidas
durante la fase de represién, que algunos autores llaman etapa

fermentativa de la derrepresién (2).

Estimulacién de la actividad por el paso de las PSM MpATP a tra-

‘'v8s de una columna de sefadex. Los resultados muestran nuevamen-

te una clara diferencia en cuanto al grado de estimulacién entre
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derreprimidas y reprimidas, aunque en este caso se observa que
también las reprimidas se estimulan en menor grado. Si tratamos
de intevp;etar estos resultados de acuerdo con los antecedentes
observados en particulas de corazdén (datos no publicades) que
el tratamiento de las particulas con la columna de sefadex re--
mueve al inhibidor de la ATPapa, estamos obligados a admitir que
existe inhibidor en las reprimidag, en menor cantidad a juzgar
por el bajo porcentaje de estimulacién. Sin embargo, es necesa=-
rio discutir las razones por las cuales &sto no fue observado
con los criterios anteriores, lo cual sugiere que no todos los
criteries utilizados aquf, ocasionan el mismo grado de remocién
del inhibidor, por io que también es probable que en el caso de
la columna de sefadex no solo se remueva el inhibidor del sitie
inhibitorio, sino que éste sea completamente desprendido de la
ATfasa. Si el inhibidor aln fuera del sitio inhibitorio es ca--
paz de disminuir la reaccién de hidrdlisis del ATP, al quitarlo
completamente habrd una mayor estimulacién de la actividad, es-
to ademés explicaria por qué es tan grande la estimulacién en
las derreprimidas y por qué se estimularon con este tratamiento
las reprimidas, las cuales al parecer contienen inhibidor fuera
del sitio inhibitorio, ejerciendo adn control parcial sobre la
ATPasa que con los otros tratamientos menos drdsticos no fue bg

sible detectar.

‘Estimulacién de la actividad por el tratamiento con tripsina.

Los resultados obtenidos con este tratamiento parecer ser los
menos demostrativos para defender la hipdtesis de un menor con-

tenido de inhibidor en las reprimidas. Sin embargo, si ce tiene
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en cuenta que la tripsina hidroliza tanto el inhibidor como la

ATPasa y por consiguiente la actividad presente en cada tiempo
medido es un promedio de aquellas ATPasas que han sido activa-
das por remocién del inhibidor menos aquellas ATPasas que han
sido inactivadas por hidrdlisis de la misma, ¢l ligero incre--
mento que se observa en las derreprimidas adquiere entonces
cierta importancia, pues indica que hay predominancia de aque-=-
llas ATPasas que se estdn activando por remocidén del inhibidor
sobre aquellas que se estdn inactivando por hidrdlisis; mien---
tras que en las reprimidas en los primeros 20 minutos hay un
equilibrioc entre las que se activan y las que se inactivan, ya
que la actividad permancce estable y es después de este tiempo

en el que hay predominio de las que se estdn inactivando.

Nuevamente la hidrélisis con tripsina nce nucstra la exig
tencia de inhibidor en las reprimidas, que posiblemente esié en
un sitio no inhibitorio pero afin ejerciendo cierto efecto sobre
la ATPasa, come conferirle proteccidén de la inactivacién por
tripsina, ya que resultados obtenidos en nuestro laboratorio
con partfculas de corazdn de res pasadas por una coiumna de se
fadex y tratadas con tripsina, se observé una inactivacién del

50% en los primeros minutos,

Extraccidén a solventes orgdnicos. Confirmande lo reportads por

. A. Gémez-Puyou y A. Darzon (91) si la cantidad de ATPasa que se
extrae a solventes orgénicos refleja una medida de contenido de
inhibidor en el sitio inhibitorio, los resultados obtenidos con

este tratamiento en mitocondrias de levaduras reprimidas y
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derreprimidas nos indican nuevamente que existe un mayor conteni
do de inhibidor en las derreprimidas que en las reprimidas. Con
respecto a la activacidn que se observa durante la incubacién a
22°C adn es dificil interpretarla solamente en términos de remo-
¢ibn del inhibidor por proteasas, ya que tendrfan que ser muy es
Py . . s 2

pecificas para lograr esta activacidn, que como se observd con
anterioridad el tratamiento con tripsina produjo una activacién

ronor.

Inactivacién de la ATPasa por frio. El criterio de inactivacidn

por frio es indudablemente ambiguo ya que existen diferentes fac
teres (Fo, OSCP, inhibidor, metanol, actilguanidina, etc.) que
probablerente por un mecanismo comin confieren estabilidad de la

ATlasa al frio.

Ha sido demotrado (105) que el frio ocasicna en la Fy soluble di
sociacién de la subunidad ek y como consecuencia produce pérdi
da de la actividad, esta disociacidn es reversible si el tiempo

que se mantiene en frio a la enzima no es mayor de 30 minutos.

Los resultados obtenidos por el tratamiento con frio de
PEM de levaduras reprimidas y derreprimidas mostrados en la ta--
bla 6 no tienen una interpretacidn sencilla ya que es necesario
aceptar que, independientemente de la posicién del inhibidor
(inhibitorio o no inhibitorio) éste parece conferir cierta esta-
bilidad de la ATPasa al frio que impide que se disocie la enzima.
Por otra parte es claro que solo aquellas ATPasas que carecen

de inhibidor parecen ser desnaturalizadas por el frio y las que
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tienen el inhibidor en el sitio inhibitorio parecen ser activa-

das por el calor.

Si analizamos los resultados de la tabla 6 basados en lo
discutido anteriormente, el hecho de gue exista una actividad
inicial en ambos tipos de particulas, derreprimidas o reprimi--
das, podria indicar que esta actividad puede debersz a enzimas
sin inhibidor o a enzimas con inhibider en un sitio en el cual
aidn ejerce accién regulatoria pero ésta no es mixima, ccmo lo
observado por nosotros en particulas de estado 3 de mitocondrias

de corazén de res.

Lag particulas de levadura derreprimicas presentan um:
actividad inicial que es incrementada un 1060% por el calor,
mientras que en las reprimidas no existe este incremento, con--
firmando lo observado en la figura 8 , estos resultados sugic-
ren que solo las ATPasas con inhibidor en el sitio inhibitorio
son activables por calor. Si las activadas por calor de las le-
vaduras derreprimidas se someten inmediatamente al frio, sola--
mente un 50% de la actividad se pierde. En este caso no es posi
ble saber si la disminucién de la actividad se debe a que ga re-
inhibieron en el frio o se desnaturalizaron, ya que no se hizo
la reactivacién por calor que hubiera descartado la desnaturall
zacién. Sin embarge el mismo tratamientc en las reprimidas pro-
dujo una disminucién ce la actividad de B80% que de acuerdo con
los resultados de los otros criterios podria indicar que se tra

ta de desnaturalizacidn por frio de ATPasa sin inhibidor.

La actividad inicial de las derreprimidas no es afectada

por el frio ya que si se someten inmediatamente después al ca~-
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lor e obtiene una actividad semejante a la obtenida por calor
directamente, indicando que la disminucidn de la actividad por
el tratamiento por frio después de haber sido calentadas, se

debe a reinhibicién y no a desnaturalizacién, lo cual no suce-
de con las reprimidas en las que el 50% de elias son desnatura
lizadas por el frio y no se recupera la actividad inicial por

a2l calor pesterior.

En conclusidén, es posible con los experimentos de la ta=~
bla & y los otros criterios, sugerir que el inhibidor en el si
tio no inhibitorio puede conferir resistencia al frio y que eg
te tratamiento puede producir reinhibicidén. Por otro lado, las

enzimas sin inhibidor son desnaturalizadas por frio.

Fijaeiép de anticuerpos marcados con 125, anti-F; y anti-Inhi

bidor en partieulas de MgATP de levaduras crecidas en repre-~~-

sién_y derrepresién.

Partiendo de la base de que los anticuerpos contra inhi-
bidor reaccionardn con ‘éste independientemente del sitio que
ocupe en la enzima, los resultados obtenidos con estos experi-
mentos demuestran la existencia de inkibidor en las reprimidas,
el cual solo habfa sido inferido porlos métodos indirectos de
activacién por sefadex e inactivacién por frfao. Sin embargo,
es notable la diferencia de anticuerpo anti-Fy y anti-Inhibi-
dor que se fijé en las reprimidas con respecto a las derrepri-
midas siendo un 40% menor en el caso del anti-inhibidor y un
50% en el caso de anti-F{. Este hecﬁo muestra que en las par~

ticulas de levaduras reprimidas existe inhibidor que no se com
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porta produciendo la inhibicién esperada, sino que las ATPasas de
levaduras reprimidas parecen tener el inhibidor fuera del sitio
inhibitorio y posiblemente sean por esto mis accesibles a los an
ticuerpos, como ha sido demostrado(101) en las particulas de esta
do 3‘de mitocondrias de corazén de res que tienen el inhibidor =2n
un sitio no inhibitoric y fijan mds anticuerpos que aquecllas par-
ticulas de MgATP que tienen el inhibidor en el sitio inhibiterio.
Por otro lado estos datos nos permiten sugerir basados ¢n
que el contenido de inhibidor y de Fy en las levaduras reprimidas
son porcentualmente semejantes, que es posible que ambas protei--
nas sean sintetizadas en forma coordinada y por lo tanto sujetas

a un mismo operén.
Conclusiones.

Los resultados discutidos anteriormente nos permiten hacer
las siguientes conclusiones:

15 La glucosa reprime la sintesis de Fy y de inhibidor en forma
semejante lo que podria indicar que se sintetizan en forma
coordinada y sugerirfan que forman parte del mismo operdn in
ferido de la fijacidn de anticuerpos marcados anti-Fy y anti-
Inhibidor..

2) La asociacién del inhibidor con 1la Fy durante la represién es
diferente de aquella existente durante la derrepresién, infe-
rido esto, de los resultadocs obtenidos mediante el tratamieti-
to con calor, columna de sefadex y tratamiento con frio. Esta
interaccién Fi-Inhibidor, no se modifica por el calor ni por

el gradiente electroquimico, le confiere estabilidad a 1la



3)

-72-

ATPasa al frio y a la digestién por tripsina y es accesible

a los anticuerpos.

En las derreprimidas el inhibidor estd en su mayor parte en
el estado inhibido ya que son activables por calor y gradien
te electroquimico, cstos factores llevan al estado interme-
diario que tiene mayor actividad de ATPasa perc no la midxi-
ma, en cste estado probablemente estén una parte de las

ATPasas de las reprimidas ya que no son activables por ca--
lor, por AM Ut  y no se activan después de la extrac---
¢ifn a solventes orginicos. Del estado intermediario que es
accesible 'a los anticuerpos es posible pasar al estado 1i--
bre de inhibidor por tratamiento con sefadex, en este esta-
do probablemente estén el resto de las ATPasas de las célu-

las reprimidas ya que son inactivadas por el frio.
Nuestros datos podrian resumirse en el siguiente esquema:

caloy

v
FiI"gggfﬁ Fi-'ISE&EEEE Fy ---§229-~---9 desnaturalizacién

estadd W astado estado

inhibido intermediario libre

Aunque con los resultados obtenidos es posible hacer otras con

clusiones sobre todo acerca de los mismos criterios utiliza--

dos, creemos que es necesario realizar mds experimentos ten---

dientes a clarificar los mecanismos por los cuales se producen

los efectos observados. De hecho experimentos que reforzardn

las conclusiones arriba anotadas se estdn planeando para reali

zarse en un futuro préximo.
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